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AP-1  activator protein 1 
COX-2  cyclooxygenase-2 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
ERK  extracellular signal-regulated kinase 
FBS  foetal bovine serum 
GAPDH  glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
IFN-γ  interferon gamma 
iNOS  inducible nitric oxide synthase 
IRAK  interleukin-1 receptor-associated kinase 
IRF-3  interferon regulatory factor 3 
IκB  inhibitor of nuclear factor-kappa B 
Keap1  Kelch like ECH associated protein 1 
JAK  Janus kinase 
JNK  c-jun N-terminal kinase 
L-NMMA  NG-monomethyl-L-arginine acetate 
LPS  lipopolysaccharide 
MAPK  mitogen-activated protein kinase 
MyD88  myeloid differentiation primary response gene 88 
Nrf2  nuclear factor erythroid 2 related factor 2 
NF-κB  nuclear factor-kappa B 
NO  nitric oxide 
OPLS  orthogonal projection to latent structure 
p38  p38 mitogen-activated protein kinases 
PBS  phosphate buffered saline 
PCA  principle component analysis 
PG  prostaglandin 
PVDF  polyvinylidene difluoride 
SNP  sodium nitroprusside 
STAT  signal transducer and activator of transcription 
TAK1  transforming growth factor beta-activated kinase 1 
TGF-!  transforming growth factor beta 
TIR  toll/IL-1 receptor 
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TLR  toll like receptor 
TNF-"  tumor necrosis factor alpha 
TRAF  tumor necrosis factor receptor associated factor 
 
IKK  IκB kinase 
MAP3K3  MAPK kinase kinase 3 
MEK  MAPK ERK kinase 
MKK  MAPK kinase 
TANK  TRAF family member-associated NFκB activator 
TBK1  TANK binding kinase 1 
TRIF  TIR domain containing adapter inducing interferon-β  















































まず、化合物αと化合物βの IC50を得る (それぞれの値を ICα, ICβとする)。次に、一定濃度比 
(= n : 1) となるようにαとβを混合し、その比における 50%阻害作用を示す混合物中のα, βの
濃度を得る (ぞれぞれ αn, βnとする)。二次元座標上に (ICα, 0) と (0, ICβ) を通る直線を引
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	 一方、Harasstaniらはマウス由来マクロファージ様細胞株である RAW264.7細胞を用いて、
2 つのフラボノイドの組合せによる相乗作用を、イソボログラム法を拡張して解析している
10)。2つのフラボノイドそれぞれの IC50 (µM, あらためてそれぞれ ICα, ICβとする) を実験的
に得たのち、IC50 の比で両者を混合した。このとき、その混合物が相加的に作用すると仮定
した場合の理論的 IC50 (µM, フラボノイドの総分子数/溶液体積に基づく濃度) は、イソボロ
グラムの二次元座標における ! ! ! !"!!"! !! ! ! !"!  と !! ! !"!!"! ! の交点から得られる両者の総
分子数に基づく濃度であるから、




らの手法を適用・拡張することとした。すなわち、IC50がそれぞれ ICα, ICβとなる化合物α, β
を等モルで組み合わせた混合物の理論的 IC50 は ! ! ! !"!!"! !! ! ! !"!  と ! ! ! の交点から得
られる(αとβの総分子数)/溶液体積である (Fig. 1-2)。したがって、次の計算式によって算出さ
れる。 !"!"!!"#!$! !! !!! ! !"!!"!!"! ! !"! 
 
	 次に、3つの化合物の相乗効果の評価を以下のように行った。IC50がそれぞれ ICα, ICβ, ICγ
となる化合物α, β, γを等モルで組み合わせた混合物の理論的 IC50は、三次元空間における(ICα, 
0, 0), (0, ICβ, 0), (0, 0, ICγ)を通る平面と、! ! ! ! ! の直線との交点から得られる総分子数/
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	 以上から得られた理論的 IC50に対して、実験的に得られた IC50が統計的に有意に低い場合
に、相乗作用を示すと判定した。 
 
Fig. 1-2	  本研究で用いた、拡張したイソボログラム法  
 (a) : 2つの化合物の等モル混合物における相乗効果の判定 
	  (b) : 3つの化合物の等モル混合物における相乗効果の判定 
	  (等モル混合物となる直線上のうち、実測の IC50が赤線で示した領域範囲に 










	 畠山らは、ペメトレキセドとアムルビシンの相乗効果について、in vitroと in vivoで以下の
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を Fig. 1-3のように行った。Fig. 1-3の左のグラフは、LPSのみを添加した群をコントロール
として、x, yおよびそれらの混合物 (x + y) の NO産生率 (% of LPScontとおく) を示したも
のである。なお、x + y中の x, yの濃度は、それぞれ単独で用いたときの濃度と同じになるよ
うにする。個々の産生率の積から、x + yの期待値を算出した。 
	 Fig. 1-3の右のグラフは、yをコントロールとした x + yの値およびその期待値、すなわち% 
of yを示したものである。期待値と比較して、x + yの値が有意に低ければ、相乗作用を示す
と判定した。 なお、% of yにおける x + yの期待値は、xの% of LPScontの値と一致するこ
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容体が TLR4である 14)。マクロファージが LPSを認識し、各種遺伝子を発現する経路につい







した後、MyD88から遊離して TRAF6の活性化を引き起こす。活性型 TRAF6は MEKK3や
TAK1のリン酸化・活性化を引き起こす。活性化した MAP3K3や TAK1は各種タンパク質の
リン酸化を引き起こし、NF-κB経路と MAPK経路の活性化を引き起こす。 








	 次に、MAPK経路について述べる 14, 16)。MKKはMAP3K3や TAK1によってリン酸化され、
活性化する。活性化された MKK1/2は ERKを、MKK3/6は p38を、MKK4/7は JNKをそれ
ぞれリン酸化し、活性化させる。活性化した ERK, p38, JNKは、c-fosや c-junから構成され
る AP-1など、各種転写因子をリン酸化し、活性化する。 
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Fig. 1-4	 LPS誘導性シグナル伝達経路  
CD14
TLR4LPS
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【PGE2および COX-2ついて】18-21) 
	 PG類は血圧低下作用, 平滑筋収縮作用を持つ物質として精液中から発見されたものであ





ラキドン酸は COXにより PGH2へと変換されるが、この段階が PG類産生の律速段階である
と考えられている。COXには、COX-1と COX-2の 2種類が存在している。COX-1遺伝子は
housekeeping geneであり, COX-1はほとんどの細胞で常時発現している構成酵素(constitutive 
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【NOおよび iNOSについて】22-25) 
	 NOはガス状の無機ラジカルであり、生体内において NO合成酵素 (NO synthase, NOS) に
より L-arginineを基質として産生される（Fig. 1-6）。NOSには nNOS (神経型)、eNOS (血管内
皮型)、iNOS (誘導型) の 3つのサブタイプが存在する。nNOSや eNOSは他の神経伝達物質
















  12 
本論  
 
第 1章 オウゴンのフラボノイドの組合せによる活性増強メカニズムの解析 
 
【背景・目的】 
	 黄連解毒湯は, オウゴン, オウバク, オウレン及びサンシシで構成される漢方処方である。 
黄連解毒湯は「熱」や「毒」を取り去ると云われており、炎症, 高血圧, 脳血管障害や皮膚掻
痒症などに有効性が認められている 26)。当研究室の先行実験者である大嶋は、マウス由来マ




リコンである baicalein, wogonin, oroxylin A, 6-methoxywogoninが顕著な活性を示すことを見
出した。さらに、これらのアグリコンについて、水エキス中の各化合物の濃度を HPLCで定
量するとともに、J774.1 細胞に対する LPS 誘導性 PGE2産生抑制活性を比較した結果、これ
らのアグリコンをエキス中の比 (baicalein : wogonin : 6-methoxywogonin : oroxylin A = 120 : 








のうち、アッセイに用いるのに十分な量が確保できている baicalein, wogonin, oroxylin Aおよ
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【オウゴンについて】 
	 オウゴンは、シソ科コガネバナ Scutellaria baicalensis Georgi (Labiatae) の周皮を除いた根
を用いる生薬であり、神農本草経の中品に収載されている 28)。中国 (山西), モンゴル, 韓国
に自生するが、日本には自生していない。徳川吉宗の頃、小石川養成所において日本で初め
て栽培されたとされている。オウゴンは消炎, 解熱を目標に, 充血性疾患, 下痢などの治療に
用いられる。太くて長く、質は堅実で、色は黄色く、外皮をきれいに取り去ったものが良品
とされている。湿気もしくは冷水にあうと黄緑色に変色する 29)。 
	 オウゴンの主要成分は baicalin である。日本薬局方の規定では、換算した生薬の乾燥物に
対して baicalin を 10%以上含むとされている 30)。その他の化合物として wogonoside や
oroxyloideなどのフラボン配糖体や、アグリコンの baicalein, wogonin, oroxylin Aなどが含ま
れている 31)。  
	 オウゴンに含まれる化合物の薬効・薬理活性については、多数報告がある。Baicaleinには
抗アナフィラキシー作用 32-33) やヒトの膵臓癌細胞に対するアポトーシス作用が 34)、 wogonin 



















baicalein (B) oroxylin A (O)wogonin (W)
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第 1 節	 COX-2酵素阻害活性の検討 
	 まず、baicalein, wogonin, oroxylin Aの等量混合物（F-mix）が COX-2の酵素反応に対して
相乗的な抑制作用を示すかどうか検討した。Baicalein, wogonin, oroxylin Aおよび F-mixの
COX-2酵素阻害活性を COX Inhibitor Screening Assay Kitを用いて測定した (Table 2-1)。
Oroxylin A (IC50 = 6.7 µM) が最も高い活性を示し、次いで baicalein (IC50 = 11.7 µM) も活性を
示した。しかし、wogoninは 40 µMにおいても有意な抑制作用を示さず、wogoninの作用点
は酵素活性以外の部分であることが示唆された。F-mixの活性は IC50 = 17.7 µMであった。こ
の濃度は、(溶液中の総フラボノイド質量/平均分子量 = 総分子数)/溶液体積で表記している。
今回用いた化合物のうち、wogoninが COX-2阻害活性を示さなかったことから、baicaleinと
oroxylin Aに基づく理論的 IC50を算出した結果、IC50 (calcd) = 12.9 µMとなった。実験的 IC50
は、統計的に有意ではないものの、理論的 IC50と比較して大きい値を示した。したがって、
F-mixは COX-2に対して相乗作用を示さず、むしろ拮抗的に作用していることが示唆された。
これは、単独では活性を示さない wogoninが、baicaleinや oroxylin Aに対して拮抗的に作用
しているためだと考えた。 
	 COX-2活性だけでは組合せによる相乗効果の説明ができなかったことから、次に J774.1細
胞を用いて PGE2産生に対する F-mixの影響を解析することとした。 
 
 
Table 2-1  COX-2酵素阻害活性 
compound IC50 (#$) 
baicalein (B) 
wogonin (W) 
oroxylin A (O) 
F-mix* 
11.7 ± 2.7 
> 40 
6.7 ± 2.7 
17.7 ± 6.8 
* The concentration of the F-mix is calculated on the basis of the average molecular weight of the 
three compounds (279.3)  
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第 2 節	 COX-2の mRNAおよびタンパクの発現量のタイムコース 
	 まず、COX-2のタンパク発現量そのもの、あるいはその上流の mRNA発現量の時間依存
的な挙動を把握し、最大発現量となる時間においてサンプルの活性を比較することとした。
COX-2の mRNAおよびタンパクの発現量のタイムコースを Fig. 2-2に示す。COX-2の mRNA
量は LPS刺激から 6時間後に最大となり、その後減少するが、24時間後に再び上昇していた 








Fig. 2-2	 LPS (1 mg/mL) 刺激後のタイムコース 
 (a) COX-2の mRNA発現量 


































n = 3 (mean ± S.D.) 
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第 3 節	 F-mixの J774.1細胞に対する PGE2産生抑制活性の検討 
	 本研究では、先行研究とは異なる混合比の混合物を用いている。また、F-mixのタンパク
発現量のピークが LPS添加後 6時間であることから、その時点において F-mix自体が相乗効
果を示すことを改めて確認するために、J774.1細胞を用いて LPS添加後 6時間における PGE2
産生抑制活性を測定した (Table 2-2)。 
	 単一化合物では wogonin (IC50 = 1.88 µM) が最も高い活性を示し、次いで oroxylin A (IC50 = 
3.67 µM), baicalein (IC50 = 16.9 µM) となった。この実験系においてはいずれの化合物も活性を
示したことから、F-mixの理論的 IC50を baicalein, wogonin, oroxylin Aの 3化合物に基づいて
計算した結果、IC50 (calcd) = 3.47 µMであった。これに対し F-mixの IC50の実験値は IC50 = 0.74 
µMであった。F-mixは baicalein, wogonin, oroxylin Aのいずれよりも高い活性を示し、その IC50
は理論的 IC50と比較して有意に小さかった (p < 0.01)。したがって、F-mixは J774.1細胞にお
ける LPS誘導性 PGE2産生量に対して、各化合物単独時と比較して相乗的な抑制作用を示す
と判断した。 






Table 2-2  LPS誘導性 PGE2産生抑制活性 
compound IC50 (#$) 
baicalein (B) 
wogonin (W) 
oroxylin A (O) 
F-mix* 
16.9 ± 1.3 
1.88 ± 0.19 
3.67 ± 0.28 
0.74 ± 0.47 
* The concentration of the mixture is calculated on the basis of the average molecular weight of the 
three compounds (279.3)  
** The inhibition rate of the positive control (dexamethasone, 1 #M): 58.8 ± 0.8% 
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第 4 節	 COX-2の mRNAおよびタンパクの発現量に対する影響 
 
	 Baicalein, wogonin, oroxylin Aおよび F-mixの、COX-2の mRNAおよびタンパク発現量に対
する影響を Fig. 2-3に示す。COX-2タンパク発現量 (Fig. 2-3b) に対して、baicalein (33 µM, 
37.4%), wogonin (33 µM, 37.5%)が有意な抑制作用を示した。Oroxylin Aは、抑制傾向を示した
が、有意ではなかった。F-mix (100 µM) は最も強い抑制作用 (= 59.2%) を示した。Baicalein 
(33 µM) と wogonin (33 µM) を混合した場合の抑制率の期待値は 60.9%であることから、
COX-2タンパク発現量に対する F−mixの抑制作用は、相乗的ではなく相加的であると考えら
れた。 
	 一方、COX-2の mRNA発現量 （Fig.2-3a）に対しては、単一化合物では wogonin (IC50 = 50.2 
#M) のみが有意な抑制作用を示し、baicaleinと oroxylin Aは有意な抑制作用を示さなかった。
F-mix (100 µM) の抑制率 (= 47.7%) は、含有する wogonin (33 µM) の活性に対応すると考え
られることから、COX-2の mRNA発現量に対して F-mixは相乗作用を示さないと考えられ
た。 
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n = 3 (mean ± S.D.) * : p < 0.01
DEX : dexamethasone (1 µM)
B : baicalein W : wogonin O : oroxylin A
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よって LPS誘導性 COX-2発現量は減少した一方で、MAPK活性化剤のみでは COX-2発現は
誘導されなかった。一方、IκB分解抑制剤である Z-LLF-CHOによって完全に COX-2発現が








率 : 38.4%, 33 µM) のみであった。F-mix (100 µM) は LPS群と比較して有意な抑制作用（抑
制率 31.2%）を示した。F-mix (100 µM) には baicaleinが 33 µM含まれていること、および
F-mix (100 µM)と baicalein (33 µM) の抑制率には有意な差は認められなかった (p = 0.1) こと
から、F-mixの NF-κB核内移行抑制作用は、baicaleinによって説明することができる。 
 



























. 33 1003333 µM n = 3 (mean ± S.D.) * : p < 0.01
MG : MG132 (10 µM)
B : baicalein W : wogonin O : oroxylin A
F-mix  : equimolar mixture of baicalein, wogonin and oroxylin A 
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n = 3 (mean ± S.D.) 
DEX : dexamethasone (1 µM)
B : baicalein
W : wogonin
O : oroxylin A
F-mix  : equimolar mixture of 
baicalein, wogonin and oroxylin A 
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	 エレクトロポレーション法を用いて pNF-kB-lucと pRLTKがトランスフェクションされた
RAW264.7細胞に対して、サンプルを加えてプレインキュベーション後、LPSを添加し、8
時間後の細胞溶解液の化学発光を測定することにより NF-κBの転写活性を比較した (Fig. 
2-6)。LPS刺激によって NF-κBの転写活性は有意に上昇し、その上昇はデキサメタゾンによ
って有意に抑制された。Baicalein (33 µM, 33.4%) はLPS群と比較して有意な抑制作用を示し、
その抑制率は NF-κBの核内移行抑制率とほぼ一致したことから、baicaleinは NF-κBの核内
移行を抑制することで、NF-κBの転写活性を抑制するものと考えられた。一方、wogonin (33 




	 F-mix (100 µM) は NF-κBの転写活性を有意に抑制し、その抑制率は単独で最も高い抑制率































. 33 1003333 µM
n = 3 (mean ± S.D.) * : p < 0.01
DEX : dexamethasone (1 µM)
B : baicalein W : wogonin O : oroxylin A
F-mix  : equimolar mixture of baicalein, wogonin and oroxylin A 




の転写活性を、oroxylin Aは COX-2酵素活性を抑制することが明らかとなった (Fig. 2-7)。こ
れらフラボンを、各々単独で用いた場合の NF-κBシグナル伝達経路に対する影響に関する報











細胞における LPS誘導性 NF-κBシグナル伝達経路に対する licochalcone Aの作用点解析を行
った結果、licochalcone Aが NF-κBの核内移行に影響せず、NF-κBのリン酸化抑制に基づい




Yehらは、BV-2細胞における LPS/IFN-γ誘導性 NF-κBのリン酸化を wogoninが抑制すること
を報告している 46)。今後は、NF-κBのリン酸化に対する影響も検討する必要がある。 
	 Oroxylin Aの NF-κBシグナル伝達経路に対する影響に関する報告は限られている。Chen
らは、oroxylin A が RAW264.7細胞において LPS誘導性 NF-κB活性化を抑制することを報告
している 47)。一方、Liuらは oroxylin Aが NR-κBの核内移行には影響しないことを報告して
いる 48)。本研究において oroxylin Aは、NF-κBの核内移行や転写活性、COX-2の mRNAや
タンパク発現量に対して影響を示さなかったが、COX-2酵素活性に対しては各フラボンの中
で最も高い抑制活性を示した。このことから、LPS誘導性 PGE2産生量に対する oroxylin Aの
作用は、主として COX-2酵素阻害活性に基づくと考えられる。 
	 上述のように、個々の作用点に関する報告が多数存在する一方で、これらのフラボノイド
の混合物の影響を検討した論文は存在しない。第 3節で、baicalein, wogonin, oroxylin Aの等
モル混合物である F-mixは、J774.1細胞に対する LPS誘導性 PGE2産生量に対して、各々単
独で用いるよりも高い抑制活性を示し、相乗作用を有することを示したが、NF-κBの核内移
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第 6 節	 NO産生量に対する影響の検討 
	 次に、LPSによって誘導される他のメディエーターである NO産生量に対しても、相乗作
用を示すかどうか検討した。J774.1細胞を用いて LPS誘導性 NO産生量をグリース法で定量
し、各サンプルの抑制活性を比較した (Table 2-3)。単一化合物では wogonin (IC50 = 29.0 µM) 
が最も高い活性を示し、次いで baicalein (IC50 = 30.8 µM), oroxylin A (44.9 µM) であった。こ
の実験系においてはいずれの化合物も活性を示したことから、F-mixの理論的 IC50を baicalein, 
wogonin, oroxylin Aの 3化合物に基づいて計算した結果、IC50 (calcd) = 33.6 µMであった。こ
れに対し、F-mixの IC50の実験値は、IC50 = 15.3 µMであった。F-mixは baicalein, wogonin, 
oroxylin Aのいずれよりも高い活性を示し、その IC50は理論的 IC50と比較して有意に小さか
った (p < 0.01)。したがって、F-mixは J774.1細胞に対する LPS誘導性 NO産生量に対して、
単独時と比較して相乗的な抑制作用を示すと考えられた。 
 








	 LPS誘導性 NO産生抑制作用の機序の一つとして、iNOSによって産生された NO自体をト
ラップする NOスカベンジャー作用が考えられる。そこで、sodium nitroprusside（SNP）由来





















nt.) 11 33 100PBS
 µM
n = 3 (mean ± S.D.) 
SNP : sodium nitroprusside
B : baicalein
W : wogonin
O : oroxylin A
F-mix  : equimolar mixture of 







compound IC50 (#$) 
baicalein (B) 
wogonin (W) 
oroxylin A (O) 
F-mix*  
30.8 ± 6.7 
29.0 ± 5.8 
44.9 ± 2.3 
15.3 ± 3.2 
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第 7 節	 iNOSのタンパクや iNOSの mRNA発現量に対する影響 




ムコースを Fig. 2-9に示す。iNOSの mRNAは LPS刺激から 6時間後に発現量のピークを示
し、その後減少するが、24時間後には再び上昇していた (Fig. 2-9a)。一方タンパク発現量は、
LPS刺激から 6時間後にピークを示す点は mRNA発現量と同様であるが、12時間後には大










































n = 3 (mean ± S.D.) 
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	 	 Baicalein, wogonin, oroxylin Aおよび F-mixの、iNOSの mRNAおよびタンパク発現量に
対する影響を Fig. 2-10に示す。いずれの化合物 (33 µM) も iNOSのタンパク発現量を有意に
抑制した（Fig. 2-10b）。また、F-mix (100 µM) は iNOSのタンパク発現量に対して、最も強
い抑制作用を示した。 
	 iNOSの mRNA発現量に対しては、単一化合物のうち baicalein (IC50 = 37.8 #M) と wogonin 
(IC50 = 11.6 #M) が濃度依存的な抑制作用を示した（Fig. 2-10a）。さらに、F-mixは最も強い
抑制活性を示した (IC50 = 8.6 #M)。Baicaleinと wogoninから算出した理論的 IC50は IC50(calcd) 
= 26.6 #Mであることから、F-mixは相乗的な抑制作用を示すと判断した。また、oroxylin A




































. 33 1003333 µM
n = 3 (mean ± S.D.) * : p < 0.01
DEX : dexamethasone (1 µM)
B : baicalein W : wogonin O : oroxylin A
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第 8 節	 蛍光免疫染色法を用いたタンパク発現量の変化に対する影響の検討 








	 まず、3種の化合物および F-mixの iNOSに対する影響を測定した (Fig. 2-11)。また、この
結果をウエスタンブロット法から得られた iNOSタンパク発現量に対する影響と比較した 
(Fig. 2-12)。個々のサンプルでみると、ポジティブコントロールであるデキサメタゾンや
wogonin (33 µM) はウエスタンブロット法と比較して異なる抑制率を示したものの、2次元プ
ロット上の相関係数は比較的高い値 (R2 = 0.92) を示しことから、蛍光免疫染色法によるタン
パク定量法は、ウエスタンブロット法による定量法と高い相関性を示すと判断した。蛍光免
疫染色法で得られた IC50は baicalein: IC50 = 22.6 µM, wogonin: IC50 = 21.5 µM, oroxylin A: IC50 = 
36.8 µM, F-mix: IC50 = 10.7 µMであった。この F-mixの IC50は、baicalein, wogonin, oroxylin A
の IC50から得られる理論的 IC50 (IC50(calcd) = 25.5 µM) と比較して有意に低いことから、組合
せによる相乗作用が認められると判断した。 
 
Fig. 2-11	 蛍光免疫染色法による iNOS発現量に対する影響 
 












































n = 3 (mean ± S.D.) * : p < 0.01
DEX : dexamethasone (1 µM)
B : baicalein W : wogonin O : oroxylin A
F-mix  : equimolar mixture of baicalein, wogonin and oroxylin A 





















































N. I.: no induction
DEX: dexamethasone (1 µM)
B: baicalein (33 µM)
W: wogonin (33 µM)
O: oroxylin A (33 µM)
F-mix: equimolar mixture of baicalein, 
wogonin and oroxylin A (100 µM) 
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	 まず、LPS誘導性 p-IκB発現量のタイムコースを Fig. 2-13に示す。測定したタイムポイン
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	 次に、LPS刺激から 15 min時点での各種化合物添加時の p-IκB発現量を Fig. 2-14に示す。
ユビキチン化阻害作用に基づいて、IkBのリン酸化酵素である IKKを阻害する BAY（ポジテ
ィブコントロール）は、p-IκB発現量を減少させなかった。一方、プロテアソーム阻害作用
に基づいて IκBの分解を抑制する MGの添加によって、p-IκB量が LPS群の 2倍以上増加し
た。このことから、LPS添加から 15 min時点では IκBのリン酸化だけでなく分解もかなり進
行していると考えられた。 
 
Fig. 2-14	 p-IκB発現量に対する影響 (LPS添加後 15 分後) 
 




現量に対する濃度依存的な抑制作用が認められた。Baicalein (33 µM) の p-IκB発現量に対す
る抑制率は、NF-κB核内移行に対する抑制率とよく一致したことから、baicaleinの作用点は
NF-κBの核内移行そのものではなく、IκBのリン酸化の抑制あるいはその上流の抑制である
と考えられる。さらに、F-mix (100 µM)も有意な p-IκB発現抑制作用を示し、その抑制率は













n = 3 (mean ± S.D.)          BAY : bay-11-7082 (10 µM) MG : MG132 (10 µM)
B : baicalein W : wogonin O : oroxylin A
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Fig. 2-15	 p-IκB発現量に対する影響 
  (a) MG132 (10 µM)併用, LPS添加後 10分 
































n = 3 (mean ± S.D.)  †: p < 0.05 (vs control) *: p < 0.01 (vs control)
BAY : bay-11-7082 (10 µM) MG : MG132 (10 µM)
B : baicalein W : wogonin O : oroxylin A
































n = 3 (mean ± S.D.)          : p < 0.01 (vs LPS only)
BAY : bay-11-7082 (10 µM) MG : MG132 (10 µM)
B : baicalein W : wogonin O : oroxylin A
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第 10 節	 MAPKに対する影響の検討 
	 LPS刺激による COX-2や iNOSの mRNAの転写に関わる経路として、MAPK経路が知ら
れている。各種 MAPKのリン酸化体の発現量を比較することで、MAPK経路に対する影響
を検討することとした。LPS刺激後の各種 MAPKのリン酸化体発現量のタイムコースを Fig. 
2-16に示す。p-ERKと p-p38は LPS刺激から 45分後にピークを示し、その後減少傾向とな
った。このタイムコースは、LPS刺激によって各種 MAPKKが活性化し、ERKや p38が上昇
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	 LPS刺激から 45 min時点における各種 MAPKリン酸化体の定量結果を Fig. 2-18に示す。
p-ERK発現量は no inductionと controlで差が認められなかった。しかし、この条件において、
ERKのリン酸化を担う MEKを阻害する U0126によって p-ERKの発現は完全に抑制された 
(= 99.7%)。したがって、ERKのリン酸化阻害作用については観察できているものと考えられ





	 p-p38発現量に関して no inductionと比較して controlが増加傾向を示し、DEXはその上昇
を抑制する傾向が認められた。しかし、いずれのサンプル間でも有意な差は認められなかっ
た。Controlと比較して、SB203580は有意に p-p38発現量を増加させた (p < 0.01)。これは、
p38の阻害による MKPの減少に起因すると考えられる。オウゴンのフラボノイドについては、
wogonin (100 µM)と oroxylin A (100 µM) は有意に p-p38発現量を増加させ (いずれも p < 









た。U0126, SP600125, SB203580によって p-JNK発現量の増加傾向が認められた。オウゴンの
フラボノイドについては、oroxylin Aが濃度依存的な p-JNK発現量の増加作用を示した。し
















































































































n = 3 (mean ± S.D.)  †: p < 0.05 (vs control) *: p < 0.01 (vs control)
DEX: dexamethasone (1 µM) U0126: U0126 (10 µM)
SP: SP600125 (10 µM) SB: SB203580 (10 µM)
B : baicalein W : wogonin O : oroxylin A
F-mix :  equimolar mixture of baicalein, wogonin and oroxylin A
c
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	 以上のように、F-mixは p-ERKや p-JNKの発現量には影響しなかったことから、ERKや
JNKのリン酸化に対する影響が、F-mixの相乗作用に寄与している可能性は低いと考えられ
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法を用いて検討した (Fig. 2-19)。Nrf2活性化剤であるマレイン酸ジエチル（DEM）は、100, 400 
µMにおいて Nrf2量を増加させた。Oroxylin Aや高濃度の wogonin は Nrf2を有意に増加さ
せ、F-mixも Nrf2量を有意に増加させた。一方、baicaleinは 100 µMにおいて Nrf2量に対し
て抑制傾向を示した (= 29%, p = 0.06) が、baicaleinや wogoninは低濃度において Nrf2量に影





























n = 3 (mean ± S.D.)  †: p < 0.05 (vs control) *: p < 0.01 (vs control)
DEM : diethyl maleate
B : baicalein W : wogonin O : oroxylin A
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小括 2 





iNOSの mRNA発現量に対しては、単独では baicaleinと wogoninが活性を示し、oroxylin A
は抑制作用を示さなかった。mRNA発現量に影響せずにタンパク発現量を抑制する物質とし
て、TGF-βが知られている 49)。Mitaniらは RAW264.7細胞に対する IFN-γ刺激系において、















	 Baicalein, wogonin, oroxylin Aは、MAPKのリン酸化に影響するという報告がある 50-52)。本
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総括 (第 1章) 
	 本研究では baicalein, wogonin, oroxylin Aおよびそれらの等量混合物 (F-mix) を用いて、
LPS誘導性 PGE2や NO産生量に対する影響や、NF-κBシグナル伝達経路、MAPK経路、Nrf2
経路に対する影響を評価した。F-mixは LPS誘導性 PGE2, NO産生量に対し、各々単独で用
いるよりも高い活性を示し、その活性は相乗的であることを明らかにした。各化合物の主た
る作用として、baicaleinは IκBのリン酸化およびそれに続く NF-κBの核内移行を、wogonin
は NF-κBの転写活性を、oroxylin Aは COX-2酵素活性を抑制することを明らかにした。この
ように、F-mixを構成する３種のフラボンは LPS誘導性 PGE2や NO産生に関わる経路の異な
る段階を阻害していた。一方、F-mixは COX-2酵素反応や IκBのリン酸化、NF-κBの核内移
行といった、個々の作用点に対しては相乗作用を示さなかった。したがって、F-mixが示す
LPS誘導性 PGE2や NO産生に対する相乗的な抑制作用は、それらの産生に関わる NF-κBシ
グナル伝達経路を、各化合物が多段階的に抑制することに基づくと結論付けた。 



















































?  ? 
  39 
第 2 章	 四逆散の抗炎症作用に対する処方解析 
 











るが、現在用いられている湯剤やエキス剤における各生薬の配合比はサイコ 2 ~ 5、シャク















四逆散エキスと、個々の生薬を別々に煎じて得られた水エキスの混合物 (BPIG) の NO産生
抑制活性を比較したのが Fig. 3-1である。両者の IC50および各濃度における抑制率が一致し
ていたことから、抽出過程の違いは四逆散の活性に影響しないと考えた。単味の生薬の活性
を比較した結果、いずれの生薬も濃度依存的な抑制作用を示し、活性の強い順にカンゾウ > 
キジツ > サイコ > シャクヤクであった。次に、個々の生薬を別々に煎じて得られた水エキ
スを 2または 3種組合せた混合物の活性を比較した（Fig. 3-2）。なお、各サンプルの最も高
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Fig. 3-1	 四逆散エキスと構成生薬の水エキス混合物の活性比較 
 


















n ! 3 (mean ± S.E.)
n ! 3 (mean ± S.E.)
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	 先行実験者の藤井は、これらの組合せのうち個々の活性の低い生薬の組合せである BPIに
着目した。「シャクヤクの水エキス」と「サイコの水エキスとキジツの水エキスの混合物」(= 
BI, 84 µg/mL) との組合せによる NOアッセイの結果を Fig. 3-3に示す。なお、LPSのみを添
加した群をコントロールとした NO産生率を「% of LPScont」、BIおよび LPSを添加した群
をコントロールとした NO産生率を「% of BI」と表現することとした。Fig. 3-3の左のグラ
フは NO産生率 (% of LPScont) を、右のグラフは組合せた群の NO産生率 (% of BI) を示す。
序論でも述べたように、% of BIにおける組合せたサンプルの期待値は、% of LPScontにおけ




ツ (BI) との組合せによる相乗作用を検討したが、paeoniflorinには NO産生抑制作用が認め
られず、BIとの相乗作用も示さなかった。そこでシャクヤクの水エキスの分画を行った。藤
井が行った分画について述べる。シャクヤク 100 gを熱水抽出して得られた水エキスを
DIAION HP-20に付し、水、メタノール、アセトンで順次溶出し、水画分 (30.7 g)、メタノー






galloylpaeoniflorinには顕著な NO産生抑制活性や BIとの相乗作用は認められなかった。 
	 以上の結果を踏まえ、本研究では引き続きシャクヤクから化合物の単離を進め、BIとの相
乗作用を示す化合物を見出すことを目的とした。 
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NO (% of LPScont)
DEX : dexamethasone 1 µM
	: 84 µg/mL!
BI  : B ext. : I ext. = 5 : 3
n = 3 (mean ± S.D.)
* : p < 0.01 (vs cont.) 
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【サイコについて】 
	 ミシマサイコ Bupleurum falcatum Linné (Umbelliferae) の根を用いる生薬であり、神農本草
経の上品に収載されている。サイコには saikosaponin類が含まれている。日本薬局方の規定
では、サイコは換算した生薬の乾燥物に対して、総サポニン (saikosaponin a及び saikosaponin 
d) を 0.35%以上含むとされている。水で煎じる操作の過程で、saikosaponin a及び saikosaponin 
dはそれぞれ saikosaponin b1および saikosaponin b2に変化することが知られている 62)。 
	 Saikosaponin類に関する薬効・薬理活性については、複数報告がある。サイコから抽出し
た粗サポニン画分に中枢抑制作用・抗炎症作用・抗潰瘍作用 63)が、saikosaponin dには CCl4
による肝炎の予防効果 64)や肺がん細胞株 A549細胞に対するアポトーシス作用 65)が報告され
ている。また、saikosaponin類ならびに saikosapogenin類のうち、4α-CH2OHを有する
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【キジツについて】 
	 キジツは、ダイダイ Citrus aurantium Linné var. daidai Makino, Citrus aurantium Linné 又はナ













	 カンゾウは、Glycyrrhiza uralensis Fischer又は Glycyrrhiza glabra Linné (Leguminosae) の根及
びストロンで，ときには周皮を除いたもの (皮去りカンゾウ) を用いる生薬である。カンゾ
ウの主要成分は glycyrrhizic acidであり、日本薬局方の規定では、カンゾウは換算した生薬の
乾燥物に対して、glycyrrhizic acidを 2.0%以上含むとされている。 
	 カンゾウの水エキスにはβ-amyloid誘発性認知障害の予防作用 76)が、カンゾウの 70% EtOH
エキスや glycyrrhetinic acidにはインスリン感受性・インスリン分泌能促進作用 77)が、
glycyrrhizic acidにはカリウムチャネル阻害による骨格筋弛緩作用 78)あるいは抗炎症作用 79)な
どが報告されている。  
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第 1 節	 シャクヤクの抽出分離 
 






Fig. 3-4	 シャクヤクより単離した化合物 
 
	 まず先行実験者である藤井が行った分画の続きを行った。活性測定の目的で PA-2の一部 
(131 mg) をシリカゲルカラムで分画した (Fig. 3-5)。その結果、PA-2-1および PA-2-2に顕著
な単独での NO産生抑制作用が認められた (Fig. 3-6a)。次に、% of BIと期待値との比較であ
るが、PA-2-4 (12.5 µg/mL) は期待値との有意な差を示したものの、高濃度 (50 µg/mL) にお
いて相乗作用を示さなかった (Fig. 3-6b)。その他の画分も% of BIと期待値との比較で有意な
差を示さなかったことから、BIとの組合せによる濃度依存的な相乗効果はないと考えられた。 
 
Fig. 3-5	 PA-2の分画 1 
 
  
1p 2p 4p 5p3p : R1 = H, R2 = benzoyl
6p : R1 = H, R2 = H






























































CHCl3 : AcOEt = 1 : 3  1 : 5  AcOEt : MeOH = 9 : 1 









CHCl3 : AcOEt 
= 1 : 3 
1 : 5 AcOEt : MeOH 
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Fig. 3-6	 PA-2およびその分離画分、分離画分の再混合後の NOアッセイ (n = 3, mean ± S.D.) 
a : 画分単独の NO産生量に対する影響 (% of LPScont) 
b : 各画分の期待値と% of BIの比較 
PA-2-1 + PA-2-2 : PA-2-1と PA-2-2を収量比で再混合したサンプル 
PA-2-3 ~ PA-2-6 : PA-2-3, PA-2-4, PA-2-5, PA-2-6を収量比で再混合したサンプル 



















































































n = 3 (mean ± S.D.) † : p < 0.05 (vs 	)
†
  47 
	 PA-2には NO産生抑制作用を示す化合物が含まれると考えられたことから、スケールアッ
プして PA-2の分画を行った (Fig. 3-7)。PA-2-1’から 7-hydroxyterpineol (1p), paeonilactone B 
(2p) を、PA-2-2’からは paeoniflorin (3p) を得た。なお 1pには不斉炭素が存在するが、絶対
立体配置は明らかとならなかった。 
 












CHCl3 : AcOEt = 1 : 5 AcOEt : MeOH = 1 : 4 MeOH (1% AcOH)
silica gel c.c.










= 2 : 1 
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	 次に、シャクヤクの水抽出物を HP-20カラムで分画して得られた水画分 (先行実験者であ
る藤井が作成) の分画を行った。この画分を Sepabeas SP207カラムに付し、水、メタノール、
アセトンで順次溶出し、PC-1〜PC-3を得た (Fig. 3-8)。このうち、PC-2, PC-3に濃度依存的
な NO産生抑制作用および弱いながら BIとの相乗作用が認められた (Fig. 3-9-a,b)。PC-3 (25, 
50 µg/mL) については、単独時には細胞毒性が認められなかったが、BI混合時に弱い細胞毒
性が認められた。したがって PC-3の BIとの相乗作用は、混合時に認められた細胞毒性に基
づく見かけ上のものであると判断した (Fig. 3-9c)。PC-2には単独および BI混合時に細胞毒
性は認められなかった。 
	 活性画分ではないが、PC-1からは没食子酸 (4p) を得た。活性画分である PC-2にメタノ
ールを加えてろ過を行い、不溶部 PC-2-1と可溶部 PC-2-2に分けた。PC-2-2にのみ単独での
NO産生抑制活性が認められたため、PC-2-2をシリカゲルで分画し、安息香酸 (5p)と
8-debenzoylpaeoniflorin (6p) を得た (Fig. 3-8)。 
 




























Fig. 3-9	 PC-1 ~ PC-3のアッセイ結果 
a: 画分単独の NO産生量に対する影響 (% of LPScont) 




















200 10050100100 50 2525 400
LPS (100 ng/mL)
PC-1 PC-2 PC-3
200 10050100100 50 2525 400 µg/mL
a
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n = 3 (mean ± S.D.) 






















200 10050100100 50 2525 400
LPS (100 ng/mL)
PC-1 PC-2 PC-3
200 10050100100 50 2525 400 µg/mL
c
  50 
	 さらに活性化合物の単離を進めるために、新たにシャクヤクの抽出を行った (Fig. 3-10)。	
シャクヤク 100 gを熱水で抽出し、得られた抽出液をろ過、遠心分離して不溶物を除去した
のち、DIAION HP-20に付した。水、メタノール、アセトンで順次溶出し、メタノール溶出








Fig. 3-10	 シャクヤクの抽出分離 
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hexane : AcOEt = 2 : 1  1 :1  1 : 2  AcOEt  MeOH 
8p : 1.0 mg
9p : 4.0 mg
2p : 2.7 mg
10p : 11.0 mg
11p : 2.8 mg
12p : 1.9 mg
13p : 40.9 mg
14p : 4.4 mg
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	 PHM画分をシリカゲルに付し、クロロホルム : アセトン = 1 : 5で溶出後、酢酸エチル : 
メタノール = 1 : 4、メタノール、1%酢酸含有メタノールで順次溶出し、PHM-1~PHM-4を得
た (Fig. 3-10)。今回検討した濃度範囲では PHM-1は NO産生を完全に抑制した(Fig. 3-11a)。








Fig. 3-11	 PHM-1 ~ 4のアッセイ結果 
a: 画分単独の NO産生量に対する影響 (% of LPScont) 
b: 各画分の期待値と% of BIの比較 

























































































  52 
	 PHM-1をシリカゲルで分画し、PHM-1-1〜PHM-1-6を得た (Fig. 3-10)。このうち、PHM-1-2 
~ PHM-1-6は、単独での NO産生抑制作用および BIとの相乗作用を示した (Fig. 3-12)。これ





















































































n = 3 (mean ± S.D.) 
* : p < 0.01 (vs 	) † : p < 0.05 (vs 	)
  53 
	 PSM画分（Fig. 3-10）をシリカゲルに付し、酢酸エチル : メタノール = 9 : 1、4 : 1、メタ
ノールで順次溶出して分画した。PSM-1は単独での NO産生抑制作用と、極めて弱いながら
BIとの相乗効果を示した (Fig. 3-13a, b)。PSM-1をシリカゲル、Cosmosil 75C18-OPNで分画




Fig. 3-13	 PSM-1~PSM-4のアッセイ結果 
a: 画分単独の NO産生量に対する影響 (% of LPScont) 










































n = 3 (mean ± S.D.) 
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第 2 節	 単離化合物の NO産生抑制活性および BIとの相乗効果の検討 
	 前節で単離した化合物を単独で用いた場合の NOアッセイ結果 (% of LPScont) を Fig. 
3-14aに、% of BIと期待値の比較を Fig. 3-14bに示す。なお paeoniflorin (3p) は BIとの相乗
作用を示さないことが明らかとなっていることから、比較対象としなかった。また、
nicotinamide (14p) は DMEM培地に含まれていることから、アッセイの対象としなかった。
細胞生存率を Fig. 3-15 (いずれもコントロールは no induction群) に示す。Paeonilactone B (2p, 
IC50 = 2.1 µM), 没食子酸 (4p, IC50 = 17 µM), palbinone (8p, IC50 = 7.8 µM)、catechin (10p, IC50 = 
7.1 µM) は単独で NO産生抑制活性を示した。没食子酸は細胞毒性 (LD50 = 25 µM) を示した
ことから、没食子酸の NO産生抑制活性には細胞毒性が影響していると考えられる。
Paeonilactone Aは単独では NO産生抑制作用を示さなかったが、% of BIと期待値との比較で
有意な差を示したことから、BIと組合せることにより相乗作用を示すと考えられた。 




Fig. 3-14	 単離化合物の NO産生量に対する影響	   
  a: 化合物単独の NO量 (% of LPScont),  
  b: BI混合時の NO量 (% of BI) と期待値の比較 
1p 5p 6p 7p 9p 12p 13p 15p2p 4p 8p 10p 11p















1p 5p 6p 7p 9p 12p 13p 15p2p 4p 8p 10p 11p























Fig. 3-15	 単離化合物の細胞生存率への影響 
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1p 5p 6p 7p 9p 12p 13p 15p2p 4p 8p 10p 11p
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LPS (100 ng/mL)
BI (84 µg/mL)
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第 3 節	 SNP由来 NO発生量に対する影響 
	 LPS誘導性 NO産生抑制作用の機序の一つとして、iNOSによって産生された NO自体をト
ラップする NOスカベンジャー作用が考えられる。そこで、今回単離した化合物および BI
の NOスカベンジャー作用について、SNPを用いて検討した (Fig. 3-16)。今回用いた化合物
はいずれも SNPのみの群と比較して有意に減少したものはなかったことから、単離化合物お
よび BIには NOスカベンジャー作用はないと判断した。 
 
Fig. 3-16	 NOスカベンジャー作用に対する影響 
 
 
第 4 節	 Paeonilactone B, palbinone, catechinの iNOS発現量および iNOSや IFN-βの mRNA発
現量に対する影響 
 
	 Paeonilactone B (2p), palbinone (8p), catechin (10p) の iNOSのタンパク発現量、iNOSや IFN-β
の mRNA発現量に対する影響を検討した (Fig. 3-18)。iNOS発現量に対して、paeonilactone B 
(2p, IC50 = 5.3 µM), palbinone (8p, IC50 = 23.1 µM), catechin (10p, IC50 = 21.5 µM) はいずれも濃
度依存的な抑制作用を示した (Fig. 3-17a)。iNOSの mRNA発現量に対しても、いずれも抑制
作用を示し、IC50はそれぞれ paeonilactone B (2p, IC50 = 3.4 µM), palbinone (8p, IC50 < 3.1 µM), 
catechin (10p, IC50 = 4.7 µM) であった (Fig. 3-17b)。IFN-βの mRNA発現量に対しても、いず
れも抑制作用を示し、IC50はそれぞれ paeonilactone B (2p, IC50 = 5.3 µM), palbinone (8p, IC50 = 





















































































































n = 3 (mean ± S.D.) * : p < 0.01 (vs control)
DEX : dexamethasone (1 µM)
2p : paeonilactone B 8p : palbinone
10p : catechin
  58 
	 各々の化合物の、各種アッセイから得られた IC50を Table 3-1にまとめた。Paeonilactone B 
(2p) は、これらの化合物の中で最も高い NO産生抑制活性を示し、iNOS発現量や iNOSと
IFN-βの mRNA発現量に対しても同じオーダーの IC50を示した。Palbinone (8p) は、iNOSや
IFN-βの mRNA発現量に対しては paeonilactone B (2p) と近い IC50値を示したものの、iNOS
発現量や NO産生量に対しては paeonilactone B (2p) と比較してそれぞれ 4.4倍、3.7倍の IC50
値を示した。また、catechin (10p) は iNOSや IFN-βの mRNA発現量に対する活性が最も低い




Table 3-1	 各化合物の IC50まとめ 
compound 
IC50 (µM) 




paeonilactone B (2p) 2.1 5.3 3.4 5.3 
palbinone (8p) 7.8 23.1 < 3.1 8.3 
catechin (10p) 7.1 21.5 4.7 25.1 
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第 5 節	 Paeonilactone Aの単独および BI組合せ時の iNOS発現量や iNOSおよび IFN-βの
mRNA発現量に対する影響 
 
	 Paeonilactone A (11p), BIおよびそれらの組合せにおける iNOSタンパクや iNOS, IFN-βの
mRNA発現量に対する影響を Fig. 3-18に示す。iNOS発現量に対して、BIは有意な抑制作用 
(= 19%) を示したが、paeonilactone A (11p) は抑制作用を示さなかった。11p + BIの抑制率 (= 
31%) は、BIの抑制率よりも有意に高かったことから、paeonilactone A (11p) と BIを組合せ
ることで iNOS発現量に対して相乗的な抑制作用を示すと考えられた。 
	 iNOSや IFN-βのmRNA発現量に対しては、いずれのサンプルも有意な抑制作用を示した。
11p + BI (抑制率 : 65.6%) は、BI (抑制率 : 52.4%) と比較して有意ではないものの、より高
い iNOSの mRNA発現抑制作用を示した。また 11p + BIの抑制率は 11pと BIから算出され
る期待値と有意な差は認められなかった。したがって、paeonilactone A (11p) と BIを組合せ
ることで iNOSの mRNA発現量に対して相加的な作用を示す傾向があると考えた。 
	 一方 IFN-βの mRNA発現量に対しては、いずれのサンプルも有意な抑制作用を示し、BI (抑
制率 : 68.9%) が最も高い抑制率を示したものの、11p + BI (抑制率 : 65.3%) と比較して差は
認められなかった。また 11p + BIの抑制率は、11pと BIから算出される期待値よりも低い
ことから、paeonilactone A (11p) と BIを組合せると IFN-βの mRNA発現量に対して拮抗的に
作用すると考えられる。 








Fig. 3-18	 iNOS発現量および iNOSや IFN-β の mRNA発現量に対する影響 
 
	 Paeonilactone B (2p), palbinone (8p), catechin (10p) は今回検討した最大濃度において、NO産
生や iNOS発現をほぼ完全に抑制していたが、BIおよび paeonilactone A (11p) + BIは部分的
な抑制作用しか示さなかった。ここで、ポジティブコントロールとして用いたデキサメタゾ





として paeonilactone A (11p)、BIおよびこれらの組合せの iNOS mRNA発現量を比較したのが
Fig. 3-19である。推定翻訳上限量をコントロールとした各サンプルの mRNA発現量は、実測
した NO産生率とほぼ同様であった。この場合 paeonilactone A (11p) は推定翻訳上限量であ
る controlと同等の値であることから、paeonilactone A (11p)が iNOS発現量や NO産生量に対





































n = 3 (mean ± S.D.) * : p < 0.01 (vs control)!
† : p < 0.05 (between two samples)
DEX : dexamethasone (1 µM)
BI : B ext. : I ext. = 5 : 3 (84 µg/mL)
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iNOSの mRNA発現量は、期待値と比較して有意に低い値を示したことから、この場合には





Fig. 3-19	 推定翻訳上限量に対する各サンプルの mRNA発現率 








n = 3 (mean ± S.D.) †: p < 0.05 (between two samples)
DEX : dexamethasone (1 µM) 




























  62 
第 6 節	 NF-κBの核内移行に対する影響 
 
	 第 4, 5節において、いずれのサンプルも iNOS発現量および iNOSや IFN-βの mRNA発現
量に対して抑制作用を示した。そこで、iNOSの mRNA発現に関わるシグナル伝達経路に対
する影響を検討することにより、作用点の解析を試みた。各サンプルの NF-κB (p65) の核内













n = 3 (mean ± S.D.) *: p < 0.01 (vs control)         
MG : MG132 (10 µM)
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第 7 節	 MAPKのリン酸化に対する影響 
 
	 	 第 1章 第 10節において、MAPKのリン酸化体の発現量の定量に際し、LPS誘導性MAPK
のリン酸化発現量の上昇は、実験回によって観察される場合と観察されない場合があること
を述べた。この問題の解決には至っていないものの、各サンプルの MAPKのリン酸化に対す
る影響を 1回 (triplicate) 検討したので、その結果を Fig. 3-21に示す。この実験においては、
LPSによって ERKと p38のリン酸化体の発現量が増加した。デキサメタゾンは、p-ERKと
p-p38発現量に対して有意な抑制作用を示した。検討したサンプルのうち、paeonilactone B (2p), 
palbinone (8p), catechin (10p) は p-ERK発現量を有意に抑制した。また、palbinone (8p, 50 µM) 
は p-p38発現量を有意に増加させた。palbinone (8p, 3.1 µM) は p-JNK発現量を有意に増加さ
せたが、高濃度においては有意な差を示さなかった。BIは p-JNK発現量を有意に増加させた
ものの、BI + 11pは MAPK発現量に対して有意な作用を示さなかった。 




るために、第 1章 第 10節で述べたように MAPKのリン酸化体の定量に関する条件検討ある
いは AP-1のリン酸化や核内移行に対する影響を検討する必要がある。 
  






























































































n = 3 (mean ± S.D.) !
DEX : dexamethasone (1 µM)
2p : paeonilactone B 8p : palbinone 10p : catechin
BI : B ext. : I ext. = 5 : 3 (84 µg/mL) 11p : paeonilactone A (50 µM)
 
  65 
総括 (第 2章) 
	 本研究において各種カラムを用いて分画することにより、シャクヤクの水エキスから 15





	 Paeonilactone A (11p) と BIとの相乗作用のメカニズムの解析も試みた。その結果、
paeonilactone A (11p) と BIは iNOS発現量および iNOSや IFN-βの mRNA発現量を抑制する
とともに、iNOS発現量に対しては相乗作用を示した。一方で、paeonilactone A (11p) と BI、
およびこれらの組合せは、NF-κBの核内移行や MAPKのリン酸化に対して顕著な抑制作用は
示さなかったことから、シグナル分子に対する影響は明らかとならなかった。BIと 11pの組
合せが示した iNOSの mRNAに対する相加的な抑制作用は、iNOSの mRNAの翻訳速度に飽
和量が存在すると仮定した場合に、iNOSタンパク発現量や NO産生量に対して相乗的に作用
することの説明に結びつくと考えられるものの、詳細なメカニズムを明らかすることはでき
なかった。Paeonilactone A (11p) の生物活性に関する報告はほとんど存在せず、paeonilactone 
A (11p) の作用点の解明は今後の研究課題である。また paeonilactone A (11p) が BIとの相乗
作用を示す濃度は比較的高濃度であることから、paeonilactone A (11p) だけではシャクヤクの
水エキスの作用を説明することはできないと考えられる。Paeonilactone A (11p) を単離した
画分以外にも、BIとの相乗作用を示す画分が存在することから、BIとの相乗作用を示す他
の化合物を見出す必要がある。 
	 単離した化合物のうち paeonilactone B (2p), palbinone (8p), catechin (10p) は単独で NO産生
を抑制した。これらの化合物は iNOSや IFN-βのmRNA発現量に対しても抑制作用を示した。




	 Paeonilactone B (2p) の生物活性に関する報告はほとんど存在しない。Palbinone (8p)につい
ては、ヒト乳がん細胞株である BT-483細胞に対する細胞毒性 80)並びに 3α-hydroxysteroid 
dehydrogenase酵素阻害活性 81)が報告されている。Catehchin (10p) に関しては、抗酸化作用 82)
や抗アレルギー作用 83)、抗炎症作用 84)が報告されている。Catechin (10p) の NO産生抑制作
用に関する報告は複数ある 85-87)が、作用メカニズムに関する報告は少ない。Ichikawaらは、
J774.1細胞に対する LPS誘導性シグナル伝達経路に対する影響を解析し、catechin (10p) は
MAPK経路や NF-κB経路あるいは IRF1発現量に対して影響を示さないと報告している 88)。




	 近年、paeonilactone Aはラットに対する albiflorinの経口投与における代謝物として血中に


















































?  paeonilactone A (11p)
BI
  67 
結語  
	  
	 本研究は以下の 2点について、主として J774.1細胞を用いた in vitroの系で評価を行った
ものである。 





①について述べる。本研究では baicalein, wogonin, oroxylin Aおよびそれらの等量混合物 
(F-mix) を用いて、NF-κBシグナル伝達経路、MAPK経路、Nrf2経路に対する影響を評価し
た。その結果、個々の作用点 (IκBのリン酸化・NF-κB核内移行・COX-2活性) において F-mix
は相乗作用を示さない一方で、baicaleinは IκBのリン酸化阻害作用 (およびそれに続くNF-κB









合物を単離した。Paeonilactone A (11p) は単独では NO産生抑制作用を示さない一方で、サイ
コエキス+キジツエキスを組合せることで相乗的な抑制作用を示すことを見出した。シャク
ヤクの水エキスが示す相乗作用には、paeonilactone A (11p) の作用が寄与していると考えられ
た。また単離した化合物のうち、paeonilactone B (2p), palbinone (8p), catechin (10p)に NO産生
抑制活性を見出した。さらに、これらの化合物は iNOSや IFN-βの mRNA発現量に対して濃
度依存的な抑制作用を示すことを明らかにした。NF-kBの核内移行や MAPKのリン酸化に対
する影響を検討した結果、paeonilactone B (2p), palbinone (8p), catechin (10p) には ERKのリン
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マウス由来マクロファージ様細胞株 J774.1 RIKEN BRC RCB0434 
マウス由来マクロファージ様細胞株 RAW 264.7 RIKEN BRC RCB0535 
2) 機器・器具 
ユニバーサル CO2 インキュベーター Thermo SCIENTIFIC 380 
IWAKI組織培養用 10 cm ディッシュ 旭テクノグラス 3020-100 
IWAKI組織培養用 60 mmディッシュ 旭テクノグラス 3010-060-MYP 
IWAKIアッセイ用 96 wellプレート 旭テクノグラス 3881-096 
Falcon 96ウェル マイクロプレート Corning International 353072 
1.5 mL マイクロチューブ平底タイプ FCR&BIO MPF-150C 
MTP-810 Lab マイクロプレートリーダー コロナ電気 MTP-810 
3) 培地関連 
DMEM (High glucose, Pyruvate, L-glutamine, Phenol Red) 
 Gibco 11995-065 
DMEM (Low glucose, Pyruvate) Gibco 11054-020 
Glucose Solution Gibco A2494001 
L-Glutamine, 200 mM Solution Gibco 25030-081 
FBS Biowest S1810-500 
penicillin/streptomycin Gibco 15140-122 
LPS from Escherichia Coli 055: B5 Sigma Aldrich L6529-1MG 
Dulbecco's PBS (-) 和光純薬工業 041-20211 
4) 試薬 
Indomethacin  和光純薬工業 093-02473 
Dexamethasone  和光純薬工業 041-18861 
MG-132 Sigma Aldrich M8699-1MG 




COX (human) Inhibitor Screening Assay Kit cayman 701230 
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PGE2産生量測定 
1) キット 




スルファニルアミド 和光純薬工業 191-04502 
N-1-ナフチルエチレンジアミン 和光純薬工業 147-04141 
亜硝酸ナトリウム 和光純薬工業 195-02562 
リン酸 国産化学 2122791 




3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) 




E-R520L e･パジェル 5～20 % ATTO 2331730 
E-T15L e･パジェル 15％ ATTO 2331850 
パジェラン-R (ポリアクリルアミド電気泳動漕) ATTO WSE-1100 
HorizeBLOT 4M-R (セミドライ式ブロッティング用装置) 
  ATTO WSE-4040 
パワーステーション 1000VC (電気泳動用及びブロッティング用電源装置) 
  ATTO AE-8450 
ImageQuant LAS 4000 (ルミノ・イメージ冷却 CCDアナライザー) 
 GE Healthcare 28-9558-10 
2) 試薬 
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent Thermo SCIENTIFIC 78833 
Halt protease Inhibitor Cocktail Thermo SCIENTIFIC 87786 
EzRIPA Lysis kit ATTO WSE-7420 
Quick Start Bovine Serum Albumin Standard Set Bio-Rad Laboratories 500-0207 
Quick Start  Bradford 1x Dye Reagent Bio-Rad Laboratories 500-0205 
TaKaRa BCA Protein Assay Kit タカラバイオ T9300A 
  71 
Sample Buffer Solution with 2%ME for SDS-PAGE ナカライテスク 30566-22 
Running Buffer Solution (10%) for SDS-PAGE, Tris-Gricine 
  ナカライテスク 30329-61 
Precision Plus Protein Dual Color Standards Bio-Rad Laboratories 161-0374 
Clear Blot Membrane-p ATTO AE-6655 
EzBlot (ブロッティング用試薬) ATTO AE-1460 
EzTBS ATTO WSE-7230 
EzBlock Chemi (ブロッキング用試薬) ATTO AE-1475 
Tween 20 関東化学 40350-32 
Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad Laboratories 170-5060 
3) 抗体 
COX-2 Antibody Santa Cruz Biotechnology sc-1747 
NOS2 Antibody Santa Cruz Biotechnology sc-650 
NFκB p65 Antibody (C-20) Santa Cruz Biotechnology sc-372 
Lamin B Antibody (M-20) Santa Cruz Biotechnology sc-6217 
Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobuline/HRP Dako P0217 





Low-Profile PCR Tubes 80tube strip, white Bio-Rad Laboratories TLS0851 
Optical Flat 8-cap Strips for 0.2 mL tube Bio-Rad Laboratories  TCS0803 
CFX96 Touch リアルタイム PCR解析システム (real time PCR 用サーマルサイクラー) 
  Bio-Rad Laboratories 185-5196J3 
RNA定量 
Little Gene TC-25/H サーマルサイクラー Bio Flux BYQ6054X-154 




TRIzol Reagent Life Technologies 15596-018 
エタノール (特級) 関東化学 14100-00 
2-プロパノール (特級) 関東化学 32435-00 
クロロホルム (特級) 関東化学 7278-00 
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滅菌水 (dMilliQ) ナカライテスク 06442-95 
ReverTra Ace (5% RT Buffer 付属) 東洋紡 TRT-101 
2 mM dNTPs Mixture 東洋紡 NTP-201 
RNase inhibitor ナカライテスク 30260-96 
Oligo (dT)20 東洋紡 FSK-201 
KAPA SYBR FAST Universal qPCR Kit KAPA BIOSYSTEM KK4602 
各種プライマーは、下記の塩基配列で株式会社ファスマックに合成を依頼したものを用いた。 
 
GAPDH 5’-ACTCCACTCACGGCAAATTC-3’ (forward) 
  5’-CCTTCCACAATGCCAAAGTT-3’ (reverse) 
COX-2 5’-AGAAGGAAATGGCTGCAGAA-3’ (forward) 
  5’-GCTCGGCTTCCAGTATTGAG-3’ (reverse) 
iNOS  5’-AGACCTCAACAGAGCCCTCA-3’ (forward) 
  5’-GCAGCCTCTTGTCTTTGACC-3’ (reverse) 
IFN-β 5’-GAGTTACACTGCCTTTGCC-3’ (forward) 




High-Content Screening (HCS) Platform  Thermo SCIENTIFIC CellInsight™ CX5 
 
2) 試薬 
p-IκB antibody Santa Cruz Biotechnology sc-8404 
p-ERK antibody Santa Cruz Biotechnology sc-7383 
p-p38 antibody Santa Cruz Biotechnology sc-17852-R 
p-JNK Santa Cruz Biotechnology sc-6254 
Nrf2 antibody Santa Cruz Biotechnology sc-722 
Alexa Fluor 488 F(ab’)2 fragment of goat anti-rabbit IgG (H+L) 
  invitrogen A11070 
Alexa Fluor 546 F(ab’)2 fragment of goat anti-mouse IgG (H+L) 
  invitrogen A11018 
4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI)  Thermo SCIENTIFIC D1306 
 
  




l DMEM-RPS DMEM (High glucose, Pyruvate, L-glutamine, Phenol Red) に対して 
	  FBSが 10%, penicillin/streptomycinが 1%となるように加えた。 
l DMEM-R DMEM (High glucose, Pyruvate, L-glutamine, Phenol Red) に対して 
	  FBSが 10%となるように加えた。 
l DMEM-CPS DMEM (Low glucose, Pyruvate) に対してグルコースが 4.5 g/L,  
  L-glutamineが 4 mM, FBSが 10%, penicillin/streptomycinが 1% 
  となるように加えた。 
 
COX-2酵素活性測定  
	 COX (human) Inhibitor Screening Assay Kitのプロトコールに準じた。すなわち、1.5 mLチュ
ーブに Reaction Bufferを 160 µL, ヘム, COX-2を各 10 µL加えた後、DMSOに溶解したサン
プルまたは DMSOを 10 µL加え、37 ˚Cの恒温槽で 10分間インキュベートした。その後、ア
ラキドン酸を 10 µL加え、37 ˚Cの恒温槽で 2分間インキュベートした。1 Mの塩酸を 10 µL
加えて酵素反応を停止後、不安定な生成物であるプロスタグランジン Hを安定なプロスタグ
ランジン F2aに変換する目的で、直ちに塩化スズ溶液 20 µLを加えて vortexし、室温で 5分
間インキュベートし、サンプル溶液を得た。なお、バックグラウンドとして沸騰した水浴で
3分間インキュベートして失活させた COX-2を用いて、同様の操作を行った。 
	 Mouse Anti-Rabbit IgG Coated Plate に PG Screening Elisa Antiserum, PG Screening AChE 
Tracer およびサンプル溶液を加えた。また、検量線およびプレートのブランク、非特異的反
応に基づく吸光度 (NSB)、トレーサーに基づく吸光度 (B0’) として、プロトコール通りに試
薬をウェルに加えた。4 ˚Cで 18時間インキュベートした後、Wash Bufferでプレートを 5回
洗浄し、Ellman’s Reagentを加え、室温で 1時間インキュベートした。405 nmにおける吸光
度を測定し、下記計算式に基づいて検量線を作成後、各サンプルの PGF2α量を求めた。 
!"#$% !!! !! !!" !!!! ! !!!  
  B = スタンダードサンプル吸光度 & NSB 
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PGE2産生抑制活性  
	 J774.1細胞を DMEM-RPSで 1.0 % 105 cells/mLとなるように調整し、24 wellプレートに 1 
mL/well加えて 24時間インキュベート (37˚C, 5% CO2) した。上清を除去してサンプルを溶
解した DMEM-RPSを 1 mL/well加え、１時間後に LPSを 1 µg/mLとなるように添加した。6




	 DMEM-CPS に懸濁させた J774.1細胞を、96 wellプレートに 2.0 % 104 cells/well加えて 24
時間インキュベート (37˚C, 5% CO2) した。上清を除去してサンプルを溶解した DMEM-CPS
を 200 #L/well加え、１時間後に LPSを添加した。6時間もしくは 24時間インキュベート後、
上清 100 #Lを別の 96 wellプレートに移した後、1% スルファニルアミド (5%リン酸溶液) を
50 #L, 0.1% N-1-ナフチルエチレンジアミン水溶液を 50 #L加え、530 nmにおける吸光度を測
定した。 
	 上記 24時間培養後の細胞を含む 96 wellプレートの上清を除去して MTT (0.5 mg/mL)含有




SNP由来 NO産生抑制活性試験  
	 PBSで溶解したサンプルを 96 wellプレートに 80 µL/well加えた。PBSで調製した SNP (100 
mM) を 20 µL/well加え、30˚C, 2時間インキュベートした。その後、1% スルファニルアミ
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全細胞タンパク質の抽出  
	 DMEM-RPSで培養した J774.1細胞を 60 mm ディッシュに 6%105 cells/dish播種後、24時
間インキュベートした。上清を除去し、サンプルを溶解した DMEM培地を 6 mL/dish加え、
１時間後に LPSを添加し、一定時間インキュベートした。培地を吸引除去し、氷冷した PBS
を 1 mL/dish 加えた。以降の操作は氷上で行った。セルスクレーパーで細胞を剥がし、細胞
懸濁液を 1.5 mLチューブに移した。遠心 (5000 rpm, 4 ˚C, 1 min) 後、PBSを除き、EzRIPA Lysis 
kit を用いて調製した細胞溶解液 (プロテアーゼインヒビターおよびホスファターゼインヒ
ビターを添加した RIPAバッファー) を加え、2分ごとに vortexをしながら 15 分間インキュ
ベートした。遠心 (14000 % g, 15 min, 4 ˚C) 後、上清を別の 1.5 mLチューブに移した。BCA
法でタンパク濃度を測定し、SDSサンプルバッファーで一定濃度の溶液となるように調整し
た。90 ˚C, 10 min加熱後、サンプルを冷却した。 
 
核タンパクの抽出  
	 DMEM-RPSで培養した J774.1細胞を 60 mm ディッシュに 6%105 cells/dish播種後、24時
間インキュベートした。上清を除去し、サンプルを溶解した DMEM培地を 6 mL/dish加え、
１時間後に LPSを添加し、一定時間インキュベートした。培地を吸引除去し、氷冷した PBS
を 1 mL/dish 加えた。以降の操作は氷上で行った。セルスクレーパーで細胞を剥がし、細胞
懸濁液を 1.5 mLチューブに移した。遠心 (5000 rpm, 4 ˚C, 1 min) 後、PBSを除去した。NE-PER 
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagentを用いて CER I, CER II, NERを調製し、CER I を 
150 #L 加えて 15 秒間 vortex した後、 10 分間インキュベートした。CER II 8.25 #L を加
えて 5 秒間 vortex, 1 分間インキュベート, 5 秒間 vortex し、遠心分離 (16000 % g, 4 ˚C, 5 
min) した。上清 (細胞質画分) を別の 1.5 mL チューブに移し、-80 ˚C 保存とした。残った
ペレットを NER 75 #L の入った別の 1.5 mL チューブに移した。 15 秒間の vortex を 10 
分間隔で行い、 40 分間インキュベートした。その後遠心分離 (16000 % g, 4 ˚C, 10 min) し、
上清 (核画分) を別の 1.5 mL チューブに移した。核画分のタンパク質濃度を Bradford法 で
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ウエスタンブロット法  
 サンプルタンパクを泳動ゲル (e-PAGEL, 全細胞タンパク: 5-20%, 核タンパク : 10%) に添
加し、電気泳動を行った (40 mA, 75 min) 。その後、Ezblotのプロトコールに従い、セミド
ライ方式でメンブレン (PVDF膜) にタンパク質を転写した (144 mA, 30 min)。転写後、メン
ブレンを 0.5% Tween 20を含有した EzTBS (TBS-T) で 2 分間洗浄し、ブロッキング液であ
る EzBlock Chemiを加えて 4 ˚Cでオーバーナイトした後、TBS-Tで洗浄した。TBS-T : ブロ
ッキング液 = 1 : 1 の溶液を用いて調製した一次抗体と、室温にて 60分間シェーカー上でメ
ンブレンと反応させた後、TBS-Tで十分に洗浄した。一次抗体と同様の希釈液を用いて、HRP 
標識二次抗体と室温にて 60 分間シェーカー上で反応させた。メンブレンを TBS-T で十分に
洗浄した後、ECL試薬で 5分間インキュベートし、Image Quant Las 4000で撮影した。撮影




	 DMEM-RPSで培養した J774.1細胞を 6 wellプレートに播種後、2時間インキュベートした。
上清を除去し、サンプルもしくは DMSOを溶解した DMEM培地を 1 mL/well加え、１時間
後に LPSを添加し、一定時間インキュベートした。その後培地を吸引破棄し、 RNA 抽出試
薬である TRIzol を 1 mL/dish 加え、ピペッティングにて細胞を溶解させた後、1.5 mLチュ
ーブに移した。クロロホルム 200 #Lを加え、激しく混和した後に 3分間インキュベートし、
遠心分離 (10000 rpm, 5 min, 4 ˚C) した。上層 450 #Lを別の 1.5 mLチューブに移し、イソプ
ロパノールを 400 #L加えて混和後、遠心分離 (15000 rpm, 10 min, 4 ˚C) し、イソプロパノー
ルを除いた。 70% エタノールを 500 #L加えて混和後、遠心分離 (10000 rpm, 3 min, 4 ˚C)し、
エタノールを除いた後、水を加えて RNAを溶解した。 
	 RNA濃度を定量し、一定量となるように RNAを 0.2 mLチューブに移した後、水で 3.8 #L
に調整し、Oligo dTを 1 #L加えてサーマルサイクラーで加熱した (70 ˚C, 10 min)。冷却後、
RT mix (Table 1ex) を加え、サーマルサイクラー (42 ˚C, 60 min) で逆転写反応を行って 
cDNA に変換した。 
 
	 水で希釈した cDNA (3 #L) を PCR mixと混合して下記の通りリアルタイム PCRを行った。 
1 cycle 95 ˚C 30 sec  
40 cycle 95 ˚C 5 sec 
 60 ˚C 30 sec 
 
	 得られた Cq値 (＝一定濃度の DNA量になるのに要したサイクル数) から、各 mRNA濃度
を算出し、GAPDHで補正した。LPS群をコントロールとし、グラフを作成した。 
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Table 1ex	 RT mixおよび PCR mixの組成 
RT mix µL  PCR mix µL 
5 % Buffer 4  KAPA SYBR FAST pPCR Master Mix 5 
2 mM dNTP 10  10mM primer forward 0.4 
ReverTra Ace 1  10mM primer reverse 0.4 
RNase inhibiter 0.2  dMilliQ 1.2 





	 DMEM-RPS で培養した RAW264.7細胞 (3.0 % 107 cells) を 500 µLの Resuspension buffer 
(Thermo) に懸濁させ、レポータープラスミドである pNF-κB-Luc (20 µg) と pRLTK (20 µg) を
加えてインキュベートした。エレクトロポレーションを 1400 V, 20 ms, 1 pulse の条件で Neon 
Transfection Systemを用いて行った。エレクトロポレーション後、細胞を 10 cmディッシュを
用いて DMEM-R で 36 時間インキュベートした。細胞をセルスクレーパーで剥がしたのち、
DMEM-RPSに懸濁させ、24 well plateに 1 mL/well播種した。30分間インキュベートしたの
ちに、サンプルを添加し、1時間インキュベートした。LPSを添加後、8時間インキュベート
した。 
	 ルシフェラーゼ活性の測定を、Dual Luciferase Assay System (Promega) を用いて行った。す
なわち、細胞を PBSで洗浄したのち、Passive Bufferを加えて細胞を溶解し、遠心分離 (15000 
rpm, 5 min, 4 ˚C) した。上清の一部と Luciferase Assay Reagent IIを白色の 96 wellプレートに
加え、速やかに発光強度を測定した (TECAN infinite M200 PRO)。測定後、各ウェルに STOP 
& Glo Reagentを加えたのち、再度発光強度を測定した。細胞溶解後の上清のタンパク濃度を、




	 J774.1細胞を DMEM-RPSで 2.0%105 cells/mLとなるように調整し、96 wellプレートに 100 
µL/well加えて 24時間インキュベート (37˚C, 5% CO2) した。上清を除去してサンプルを溶解
した DMEM-RPSを 100 µL/well加え、１時間後に LPSを添加した。 
	 一定時間インキュベート後、上清を除去し、細胞固定液（37%ホルマリン液 : PBS = 1 : 9）
を 75 #L/well加え、室温で 15分間インキュベートした。各ウェルを PBSで 3回洗浄後、透
過処理液 (0.5% TritonX-100) を 75 #L/well加え、室温で 15分間インキュベートした。各ウェ
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ルを PBSで 3回洗浄後、ブロッキング液 (3% BSA) を 75 #L/well加え、室温で 60分間イン
キュベートした。上清を除去し、各タンパクに対する一次抗体溶液（0.4 #g/mL）を 50 #L/well
加え、4˚C でインキュベートした（オーバーナイト）。各ウェルを PBS で 3 回洗浄後、二次
抗体溶液 (1 µg/mL) を 50 µL/well加え、室温で 30分間インキュベートした。各ウェルを PBS
で 3回洗浄後、DAPI溶液 (300 nM) を 50 µL/well加えて室温で 3分間インキュベートした。








サイコ 大晃生薬 4G30M 
シャクヤク ウチダ和漢薬 B430221 
  F250221 
キジツ 大晃生薬 2J10M 
カンゾウ ツムラ 25037971 
 
2) 機器・器具 
らくらく煎 ウチダ和漢薬  
FREEZE DAYER FD-1 東京理科器械  
FREEZE DAYER FDU-810 東京理科器械  
ROTARY EVAPORATOR 東京理科器械  
冷却装置 CA-1113 東京理科器械  
吸引装置 DTC-21 東京理科器械  
VARIAN Unity Inova 500-MR VARIAN 
JEOL FR-NMR ECP-600 JEOL 
 
内部標準物質 TMS (tetramethylsilane) に対するδ値 (ppm) で示した。 
 
Accu TOFLC-plus JMS-T100CP 日本電子株式会社  
Membrane Nitrogen Generator 日本電子株式会社  
Pump 11 Blite HARVARD APPARATUS 
	    
旋光度計 日本分光株式会社 P-1020 
 
Silica gel 60 関東化学株式会社 
DIAION HP-20 三菱化学 
Sepabeads SP207 三菱化学 
Sephadex LH-20 GE Healthcare 
TLC (0.25 mm precoasted plate, silica gel F254) MERCK 1.05715.0001 
TLC (0.25 mm precoasted plate, RP18 F254S) MERCK 1.15389.0001 
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3) 試薬 
Methanol (特級) 関東化学 25183-80 
Acetone (鹿一級) 関東化学 01025-83 
Acetic acid (特級) 関東化学株式会社 01021-00 
Chloroform (鹿一級) 関東化学株式会社 07278-81 
Ethyl acetate 関東化学株式会社 14029-80 
p-Anisaldehyde 関東化学株式会社 01398-30 
Tetramethylsilane SIGMA T24007-25G 
Methanol-d4  Merck 1.06028.0025 
Chloroform-d1  Merck 1.03296.0100 
Methyl sulfoxide-d6 ACROS 1666290100 
Acetone-d6 ACEOS 325320500 
 
生薬の煎出エキスの調製  
	 各生薬の水エキスは、以下のように調製した。各生薬の単品約 30 gを UPW 600 mLで約半
量になるまでらくらく煎で抽出し、UPWで 300 mLに調整後ガーゼでろ過し、遠心分離 (1000 
rpm , 10 min , r.t.) 後の上澄液を凍結乾燥した。得られた凍結乾燥品を PBSで 20 mg/mLに調
整したものをストック溶液として&20˚Cに保存し、アッセイに用いた。 
	 四逆散の水エキスは、サイコ (B, 5 g)、シャクヤク (P, 4 g)、キジツ (I, 2 g)、カンゾウ (G, 
1.5 g) に水 250 mLを加えて約半量になるまで煎じ、ガーゼでろ過後、水で 125 mLに調整し、
遠心分離 (1000 rpm, 10 min, r.t.) 後の上澄液を凍結乾燥して調製した。得られた凍結乾燥品を
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シャクヤクの抽出分離 
	 PA-2画分（先行実験者である藤井がシャクヤクを熱水で抽出後、DIAION HP-20カラムや
MCI GEL CHP20/P120カラムを用いて分画して得たもの、131 mg) をシリカゲルカラム (φ = 
1.5, h =26 cm) に付し、CHCl3 : AcOEt = 1 : 3 ! 1 : 5 ! AcOEt : MeOH = 9 : 1 ! MeOH ! 
MeOH (1% AcOH) で順次溶出し、PA-2-1 (2.9 mg), PA-2-2 (0.7 mg), PA-2-3 (25.1 mg), PA-2-4 
(47.4 mg), PA-2-5 (20.5 mg), PA-2-6 (25.1 mg) を得た。 
	 PA-2 (3.45 g) をシリカゲルカラム (φ = 4.0 cm, h = 10 cm) に付し、CHCl3 : AcOEt = 1 : 5 ! 
AcOEt : MeOH = 1 : 4 ! MeOH (1% AcOH) で順次溶出し、PA-2-1’ (18.1 mg), PA-2-2’ (2.72 g), 
PA-2-3’ (399 mg) を得た。PA-2-1’ (18.1 mg) をシリカゲルカラム (φ = 1.0 cm, h = 20 cm) に付
し、hexane : AcOEt = 2 : 1 !  1 : 1 ! 1 : 2 ! AcOEt で順次溶出し、PA-2-1’-1 (2.0 mg), 
PA-2-1’-2 (0.7 mg), PA-2-1’-3 (2.3 mg), PA-2-1’-4 (5.5 mg), PA-2-1’-5 (5.3 mg), PA-2-1’-6 (2.0 
mg) を得た。PA-2-1’-4と PA-2-1’-5を混合し、Cosmosil 75C18-OPNカラム (φ = 1.5 cm, h = 30 
cm) に付して 20% MeOHで溶出し、PA-2-1’-45-1 (6.6 mg), PA-2-1’-45-2 (3.1 mg), PA-2-1’-45-3 
(1p, 1.2 mg) を得た。PA-2-1’-45-1を Cosmosil 75C18-OPNカラム (φ = 1.5 cm, h = 30 cm) に付
して 20% MeOHで溶出し、paeonilactone B (2p, 2.7 mg) を得た。 
 
7-hydroxyterpineol (1p): colorless oil, ESIMS: m/z 209 [M + K]+, [α]20D  = +14.5˚ (c = 0.1, EtOH), 
1H-NMR and 13C-NMR: See Table 2ex. 
 










1p (500 MHz) ref. 90 (400 MHz) 
  
1p (500 MHz) ref. 90 (100 MHz) 
2 5.69 (br, s) 5.70 (br, s) 
 
1 137.5 137.5 
3 2.17 (m) 2.16 (m) 
 
2 122.5 122.5 
 
1.87 (m) 1.86 (m) 
 
3 26.5 26.6 
4 1.53 (m) 1.54 (m) 
 
4 45.1 45.1 
5 1.96 (m) 1.96 (m) 
 
5 23.6 23.6 
 
1.26 (m) 1.26 (m) 
 
6 26.5 26.6 
6 2.14 (m) 2.12 (m) 
 
7 67.2 67.2 
 
2.06 (br, m) 2.06 (m) 
 
8 72.7 72.7 
7 4.01 (br, s) 4.01 (br, s) 
 
9 26.4 26.4 
9 1.23 (s) 1.21 (s) 
 
10 27.4 27.4 
10 1,19 (s) 1.19 (s) 
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paeonilactone B (2p): colorless oil, ESIMS: m/z 219 [M + Na]+, [α]20D = +13.5˚ (c = 0.1, MeOH) (Ref. 
91: +23.2˚, MeOH), 1H-NMR and 13C-NMR: See Table 3ex. 
 
Table 3ex	  paeonilactone B (2p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  CDCl3 
 
	  CDCl3 
	  2p (500 MHz) ref.91 (200 MHz) 
 
	  2p (125 MHz) ref.91 (50 MHz) 
2 2.53 (dd, J = 6.0, 14.0 Hz) 2.51 (dd, J = 6, 14 Hz) 
 
1 73.8 74 
	  1.96 (dd, J = 9.5, 14.0 Hz) 1.98 (dd, J = 9, 14 Hz) 
 
2 41.5 41.4 
3 4.99 (m) 5.01 (m) 
 
3 73.1 73.2 
4 3.67 (m) 3.69 (m) 
 
4 39.4 39.1 
5 2.95 (dd, J = 7.5, 16.0 Hz) 2.97 (dd, J = 8, 16 Hz) 
 
5 36.6 37 
	  2.79 (dd, J = 4.0, 16.0Hz) 2.78 (dd, J = 4, 16 Hz) 
 
6 209.8 210 
9 5.68 (d, J = 3.0 Hz) 5.70 (d, J = 3 Hz) 
 
7 136.4 136.7 
	  6.37 (d, J = 3.0 Hz) 6.36 (d, J = 3 Hz) 
 
8 168.7 169.1 
10 1.41 (s) 1.40 (s) 
 
9 123.1 123.1 
OH 3.38 (s) 3.47 (s) 
 
10 25 25 
 
paeoniflorin (3p): white powder, ESIMS: m/z 503 [M + Na]+, [α]20D = &28.3˚ (c = 0.1, MeOH), 
1H-NMR and 13C-NMR: See Table 4ex. 
 
Table 4ex	  paeoniflorin (3p) の NMRデータ 
  1H-NMR 
 
  13C-NMR 
  pyridine-d5 
 
  pyridine-d5 
  3p (500 MHz) ref. 92 (500 MHz) 
 
  3p (125 MHz) ref. 92 (125 MHz) 
3 2.33 (d, J =11.0) 2.33 (d, J = 12.5 Hz) 
 
1 88.7 89 
  2.05 (d, J = 12.5 Hz) 2.50 (d, J = 12.5 Hz) 
 
2 85.8 86.1 
5 3.09 (d, J = 6.5 Hz) 3.09 (dd, J = 1.6, 6.9 Hz) 
 
3 44.6 44.8 
7 2.31 (dd, J = 1.5, 11.0 Hz) 2.31 (dd,  J = 1.6, 11.0 Hz) 
 
4 105.8 106 
  2.92 (dd, J = 7.0, 12.0 Hz) 2.92 (dd, J = 6.8, 11.0 Hz) 
 
5 43.7 44 
8 5.13 (d, J =12.0 Hz) 5.13 (d, J = 12.0 Hz) 
 
6 71.5 71.8 
 
5.25 (d, J =12.0 Hz) 5.25 (d, J = 12.0 Hz) 
 
7 23.3 23.6 
9 5.95 (s) 5.95 (s) 
 
8 61.3 61.6 
10 1.68 1.68 (s) 
 
9 101.5 101.7 
1' 5.18 (d, J = 7.5 Hz) 5.18 (d, J = 7.8 Hz) 
 
10 19.7 19.9 
2' 4.05 (t, J = 8.0 Hz) 4.05 (br t, J = 7.8 Hz) 
 
1' 100.3 100.6 
3', 4' 4.21 (m) 4.20-4.22 (m) 
 
2' 74.8 75.1 
5' 3.95 (m) 3.95 (ddd, J = 2.6, 5.6, 8.7 Hz) 
 
3' 78.4 78.6 
6 4.35 (dd, J = 5.5, 12.0 Hz) 4.35 (m) 
 
4' 71.5 71.7 
  4.56 (dd, J = 2.5, 12.0 Hz) 4.56 (br d, J = 11.8 Hz) 
 
5' 78.3 78.5 
2'', 6'' 8.13 (dd, J =1.0, 8.0 Hz) 8.13 (br dd, J = 0.7, 7.8 Hz) 
 
6' 62.7 62.9 
3'', 5'' 7.30 (t, J = 8.0 Hz) 7.29 (br t, J = 7.8 Hz) 
 
1'' 129.7 130 
4'' 7.46 (m) 7.44-7.48 (m) 
 
2'', 6'' 130.4 130.1 
   
 
3'', 5'' 128.6 128.8 
   
 
4'' 133.1 133.3 
    
CO 166.4 166.6 
 
 
	 シャクヤクの熱水抽出液を Diaion HP-20カラムに付して得た水溶出画分（先行実験者であ
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る藤井が作成、20.8 g） を Sepabeads SP207カラム (φ = 3.0 cm, h = 20 cm) に付し、UPW, MeOH, 
acetoneで順次溶出し、PC-1 (UPW, 19.2 g), PC-2 (MeOH, 599 mg), PC-3 (acetone, 43.9 mg) を得
た。PC-1を 0.1% HCOOHに溶解させ、Sepabeads SP207カラム (φ = 4.0 cm, h = 12 cm) に付
して 0.1% HCOOH, アセトンで順次溶出し、PC-1-1 (0.1% HCOOH, 18.5 g), PC-1-2 (アセトン, 
522 mg) を得た。PC-1-2をシリカゲルカラム (φ = 4.0, h = 15 cm) に付し、トルエン : 酢酸エ
チル : 酢酸 = 60 : 40 : 1 ! 30 : 70 : 1 ! メタノール ! メタノール : 酢酸 = 1 : 1で順次溶
出し、PC-1-2-1 (8.7 mg), PC-1-2-2 (111 mg), PC-1-2-3 (30.5 mg), PC-1-2-4 (249.1 mg), PC-1-2-5 
(57 mg) を得た。PC-1-2-2 (111 mg) を Sephadex LH-20カラムに付し、メタノールで溶出し、
没食子酸 (4p, 94.4 mg) を得た。 
	 PC-2 (588 mg) にメタノールを加え、不溶部 (PC-2-1, 333 mg) と可溶部 (PC-2-2, 266 mg) 
に分けた。PC-2-2 (260 mg) をシリカゲルカラム (φ = 3.0 cm, h = 15 cm) に付し、hexane : 
AcOEt = 3 : 2 ! 1 : 4 ! AcOEt ! AcOEt : MeOH = 9 : 1 ! 4 : 1 ! MeOH ! MeOH (0.1% 
AcOH) で順次溶出し、PD-1 ~ PD-12を得た。このうち、PD-2 (8.5 mg) は安息香酸 (5p)と同
定した。PD-9 (111 mg) をシリカゲルカラムに付し、AcOEt : MeOH = 5 : 1 ! MeOHで順次溶
出し、PD-9-1 (42.7 mg), PD-9-2 (6p, 31.9 mg), PD-9-3 (13.9 mg), PD-9-4 (14.7 mg) を得た。 
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gallic acid (4p): white powder, ESIMS: m/z 339 [2M & H]−, 1H-NMR and 13C-NMR: See Table 5ex. 
 
Table 5ex	 gallic acid (4p) の NMRデータ 
  1H-NMR 
 
  13C-NMR 
  acetone-d6 
 
  acetone-d6 
  4p (500 MHz) ref. 93 (200 MHz) 
 
  4p (125 MHz) ref. 93 (50 MHz) 
2 7.17 (s) 7.16 
 
1 122.0 121.6 
    
2, 6 110.1 110.3 
    
3, 5 146.0 145.9 
    
4 138.7 138.9 
    
COOH 167.9 169.0 
 
benzoic acid (5p): white powder, 1H-NMR (500 MHz): 8.02 (dd, J = 1.8, 10.2 Hz), 7.56 (m), 7.46 (t, 
J = 10.2 Hz), 13C-NMR (125 MHz): 170.1, 134.0, 132.2, 130.7, 129.5. Identified with a standard 
sample (Wako, cat. 020-00982, lot SDN8047) 
 
8-debenzoylpaeoniflorin (6p): white powder, ESIMS: m/z 399 [M + Na] +, [α]20D = &34.7˚ (c = 0.2, 
MeOH) (Ref. 94:  &12.8˚, c = 0.195, MeOH), 1H-NMR and 13C-NMR: See Table 6ex. 
 
Table 6ex	 8-debenzoylpaeoniflorin (6p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  CD3OD 
 
	  CD3OD 
	  6p (500 MHz) ref. 94 (200 MHz) 
 
	  6p (500 MHz) ref. 94 (200 MHz) 
3 1.77 (d, J = 13.5 Hz) 1.80, 2.16 (ABq, J = 7.7 Hz) 
 
1 89.3 89.4 
	  2.14 (d, J = 12.5 Hz) 	  
 
2 87.3 87.3 
5 2.41 (m) 2.41 (m) 
 
3 44.7 44.7 
7 1.86 (d, J = 10.5 Hz) 1.86, 2.40 (ABq, J = 10.0 Hz) 
 
4 106.4 106.4 
	  2.41 (m) 	  
 
5 43.6 43.7 
8 3.91 (d, J = 12.0 Hz) 3.91, 4.00 (ABq, J = 12.4 Hz) 
 
6 73.8 73.8 
	  3.99 (d, J = 12.0 Hz) 	  
 
7 23.4 23.4 
9 5.26 (s) 5.25 (s) 
 
8 59.1 59.1 
10 1.33 (3H, s) 1.34 (s) 
 
9 102.3 102.3 
1' 4.55 (d, J = 8.0 Hz) 4.6 (d, J = 7.7 Hz) 
 
10 19.6 19.5 
2' 3.24 (m) 3.24 (t, J = 7.7 Hz) 
 
1' 99.9 99.9 
3' 3.4 (m) 3.4 (m) 
 
2' 71.7 71.8 
4' 3.27 (m) 3.27 (m) 
 
3' 77.9 77.9 
5' 3.27 (m) 3.27 (m) 
 
4' 75 75 
6' 3.65, 3.85 (m) 3.65, 3.85 (m) 
 
5' 78.2 78.2 
    
6' 62.9 62.9 
 
	  
	 シャクヤク (100 g) (Lot F250221) を熱水 (1 L) で 1時間抽出し、抽出液をろ過後、残渣を
再び熱水 (1 L) で抽出する操作を繰り返し、合計 3回抽出した。得られた抽出液を遠心分離 
(1000 rpm, 10 min, r.t.) し、上澄液を Diaion HP-20カラム (φ = 6.0 cm, h = 23 cm) に付し、UPW, 
MeOH, Acetoneで順次溶出した。MeOH溶出液を濃縮乾固し、再度 MeOHを加えてろ過後、
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濃縮乾固して MeOH画分 (PHM) を得た。Acetone溶出液を濃縮乾固し、アセトン画分 (PHA) 
を得た。UPW溶出液をそのまま Diaion SP207に付し、UPW, MeOH, Acetoneで順次溶出した。
MeOH溶出液を濃縮乾固し、再度MeOHを加えてろ過後、濃縮乾固してMeOH画分 (PSM) を
得た。Acetone溶出液を濃縮乾固し、アセトン画分 (PSA) を得た。UPW溶出液は破棄した。 
	 上記操作を 3回繰り返し、同様の画分を混合し、PSM : 0.88 g, PSA 64.0 mg, PHM 10.6 g, PHA 
42.2 mgを得た。 
 
	 PHMの一部 (4.2 g) をシリカゲルカラム (φ = 5.0 cm, h = 15 cm) に付し, CHCl3 : AcOEt = 
1 : 5 ! AcOEt : MeOH = 1 : 4 ! MeOH ! MeOH (1% AcOH) で順次溶出し、PHM-1’ (CHCl3 : 
AcOEt = 1 : 5, 130.2 mg), PHM-2’ (AcOEt : MeOH = 1 : 4, 3.77 g), PHM-3’ (MeOH, 39.7 mg), 
PHM-4’ (MeOH (1% AcOH), 305.7 mg)の 4つの画分を得た。PHMの残りのうち一部 (6.2 g) を
シリカゲルカラム (φ = 5.0 cm, h = 16 cm) に付して同様に分画し、PHM-1’’ (194.2 mg), 
PHM-2’’ (5.80 g), PHM-3’’ (36.6 mg), PHM-4’’ (388.8 mg) を得た。PHM-1’~4’と PHM-1’’~4’’の
対応する画分は、TLC で同様の展開パターンを示すことを確認した上で混合し、改めて
PHM-1~4とした。PHM-1 (混合後 324.4 mg) の一部 (319.8 mg) をシリカゲルカラム (f = 1.3 
cm, h = 16 cm) に付し、hexane : AcOEt = 2 : 1 ! 1 :1 ! 1 : 2 ! AcOEt ! MeOHで順次溶出し、
PHM-1-1, PHM-1-2, PHM-1-3, PHM-1-4, PHM-1-5, PHM-1-6の 6つの画分を得た。 
	 PHM-1-2 (31.7 mg) を Cosmosil 75C18-OPNカラム (φ = 1.5 cm, h = 28 cm) に付し、50% 
MeOH ! 80% MeOH で順次溶出し、PHM-1-2-1 (5p, 15.2 mg), PHM-1-2-2 (7p, 1.1 mg), 
PHM-1-2-3 (9.4 mg) を得た 
 
 myrcene-1,2-glycol (7p): colorless oil, ESIMS m/z 193 [M + Na]+, [α]20D  = +2.9˚ (c = 0.22), 1H-NMR 
and 13C-NMR: See Table 7ex. 
 
Table 7ex	  myrcene-1,2-glycol (7p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  CDCl3 
 
	  CDCl3 
	  7p (600 MHz) ref. 95 (270 MHz) 
 
	  7p (150 MHz) ref. 95 (67.8 MHz) 
1 3.71 (dd, J = 3.5, 11.3 Hz) - 
 
1 65.6 66 
	  3.55 (dd, J = 7.1, 11.2 Hz) - 
 
2 75.0 75.3 
2 4.21 (dd, J = 3.3, 6.9 Hz) - 
 
3 148.3 148.2 
4, 5 2.17-2.01 (4H, m) - 
 
4 32.5 32.8 
6 5.11 (tt, J = 1.4, 6.9 Hz) 5.12 (m) 
 
5 26.6 26.6 
8 1.69 (s) 1.63 
 
6 123.6 124.1 
9 1.62 (s) 1.7 
 
7 132.2 131.8 
10 5.15 (s) - 
 
8 25.7 25.6 
	  5.00 (s) - 
 
9 17.7 17.7 
OH - 3.63 
 
10 110.9 110.6 
	  	  4.16 
    
 
  86 
 
	 PHM-1-3 (19.4 mg) をシリカゲルカラム (φ = 1.4 cm, h = 20 cm) に付し、hexane : AcOEt = 
1 : 1で溶出し、PHM-1-3-1 (4.6 mg), PHM-1-3-2 (7p, 3.0 mg), PHM-1-3-3 (12.6 mg), PHM-1-3-4 
(2.1 mg)を得た。PHM-1-3-3 (12.6 mg) を Cosmosil 75C18-OPNカラム (f = 1.3 cm, h = 30 cm) に
付し、60% MeOH で溶出し、PHM-1-3-3-1 (9.9 mg), PHM-1-3-3-2 (8p, 1.0 mg) を得た。
PHM-1-3-3-1をさらにCosmosil 75C18-OPNカラム (φ = 1.3 cm, h = 25 cm) に付して30% MeOH
で溶出し、9p (4.0 mg) を得た。 
 
palbinone (8p): yellow oil, ESIMS: m/z 381 [M + Na]+, [α]20D  = &233.2˚ (c = 0.1, CHCl3) (Ref. 81:  
&223.8˚, CHCl3), 1H-NMR and 13C-NMR: See Table 8ex. 
 
Table 8ex	 palbinone (8p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  CDCl3 
 
	  CDCl3 
	  8p (500 MHz) ref. 81 (400 MHz) 
 
	  8p (125 MHz) ref. 81 (100 MHz) 
1 1.95 (dt, J = 4.0, 13.0 Hz) 1.95 (dt, J = 4.0, 13.0 Hz) 
 
1 38.1 38.1 
	  1.13 (td, J = 4.0, 13.0 Hz) 1.13 (td, J = 4.5, 13.0 Hz) 
 
2 26.8 26.7 
2 1.75 (m) 1.75 (m) 
 
3 78.5 78.6 
	  1.66 (m) 1.66 (m) 
 
4 38.9 39.0 
3 3.27 (dd, J = 4.5, 11.5 Hz) 3.28 (dd, J = 5.5, 12.5 Hz) 
 
5 54.8 54.9 
5 0.89 (dd, J = 2.0, 12.0 Hz) 0.89 (dd, J = 2.0, 12.0 Hz) 
 
6 17.9 17.9 
6 1.73 (m) 1.72 (m) 
 
7 33.3 33.3 
	  1.53 (m) 1.51 (ddd, 4.0, 11.5, 14.0 Hz) 
 
8 40.0 40.0 
7 1.71 (m) 1.70 (m) 
 
9 56.1 56.1 
	  2.06 (m) 2.06 (m) 
 
10 37.2 37.2 
9 2.06 (br) 2.07 (br, s) 
 
11 141.7 141.6 
11 6.43 (dd, J = 2.5, 10.5 Hz) 6.40 (dd, J = 2.5, 10.0 Hz) 
 
12 120.1 120.2 
12 6.86 (dd, J = 3.5, 10.0 Hz) 6.90 (dd, J = 3.2, 10.0 Hz) 
 
13 146.2 147.0 
18 0.83 (s) 0.82 (s) 
 
14 50.7 50.7 
19 0.93 (s) 0.93 (s) 
 
15 201.2 201.3 
20 1.03 (s) 1.02 (s) 
 
16 180.7 180.9 
21 0.80 (s) 0.80 (s) 
 
17 150.8 151.3 
22 1.21 (s) 1.20 (s) 
 
18 19.0 19.0 
    
19 18.3 18.3 
    
20 27.8 27.8 
    
21 15.0 15.1 
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10-hydroxyverbenone (9p): white oil, ESIMS: m/z 381 [M + Na]+, [α]20D  = +128.0˚ (c = 0.26, CHCl3) 
(Ref. 96: +270.7˚, c = 1.18, CHCl3), 1H-NMR and 13C-NMR: See Table 9ex. 
 
Table 9ex	 10-hydroxyverbenone (9p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  CD3OD 
 
	  CD3OD 
	  9p (500 MHz) ref. 80 (300 MHz) 
 
	  9p (125 MHz) ref. 80 (75 MHz) 
1 2.46 (td, J = 1.5, 7.0 Hz) 2.45 (td, J = 1.2, 5.8 Hz) 
 
1 46.7 46.6 
3 5.92 (m) 5.91 (m) 
 
2 176.3 176.2 
5 2.60 (td, J = 2.0, 6.5 Hz) 2.60 (td, J = 1.7, 5.9 Hz) 
 
3 118.2 118.1 
7 2.92 (dt, J = 5.0, 11.0 Hz) 2.91 (dt, 5.5, 9.2 Hz)  4 206.7 206.5 2.08 (d, J = 9.0 Hz) 2.07 (d, J = 9.2 Hz) 
 
5 59.6 59.5 
8 1.54 (s) 1.53 (s) 
 
6 55.8 55.7 
9 1.00 (s) 0.99 (s) 
 
7 42.2 42.1 
10 4.29 (dd, J = 1.5, 18.0 Hz) 4.30 (dd, J = 2.0, 18.4 Hz)  8 26.8 26.8 4.18 (dd, J = 2.0, 18.5 Hz) 4.17 (dd, J = 2.0, 18.4 Hz) 
 
9 22.3 22.3 
    
10 64.3 64.2 
 
PHM-1-4 (45.5 mg) を Cosmosil 75C18-OPNカラム (φ = 1.3 cm, h = 30 cm) に付し、30% MeOH 
! 80% MeOHで順次溶出し、PHM-1-4-1 (20.1 mg), PHM-1-4-2 (10.2 mg), PHM-1-4-3 (5.9 mg), 
PHM-1-4-4 (7.5 mg) を得た。PHM-1-4-1 (20.1 mg) をシリカゲルカラム (f = 2.0 cm, h = 25 cm) 
に付し、hexane : AcOEt = 1 : 1 ! 1 : 2で順次溶出し、PHM-1-4-1-1 (9.2 mg), PHM-1-4-1-2 (10p, 
7.9 mg) を得た。PHM-1-4-1-1をシリカゲルカラム (f= 1.5 cm, h = 30 cm) に付し、hexane : 
AcOEt = 1 : 2で溶出し、PHM-1-4-1-1-1 (1.3 mg), PHM-1-4-1-1-2 (11p, 2.8 mg), PHM-1-4-1-1-3 
(2p, 2.7 mg), PHM-1-4-1-1-4 (10p, 3.1 mg) を得た。PHM-1-4-2 (10.2 mg) をシリカゲルカラム 
(f = 1.5 cm, h = 30 cm) に付し、hexane : AcOEt = 1 : 1 ! 1 : 2で順次溶出し、PHM-1-4-2-1 (9p, 
1.2 mg), PHM-1-4-2-2 (4.4 mg), PHM-1-4-2-3 (4.5 mg) を得た。PHM-1-4-2-2 (4.4 mg) を
Cosmosil 75C18-OPNカラム (φ = 1.3 cm, h = 30 cm) に付し、30% MeOHで溶出し、化合物 12p 
(1.9 mg) を得た。 
 
  
  88 
catechin (10p): white powder, ESIMS: m/z = 289 [M & H]−, ["]20D = + 1.5˚ (c = 0.79, MeOH), 
1H-NMR and 13C-NMR: See Table 10ex. 
 
Table 10ex	 catechin (10p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  CD3OD 
 
	  CD3OD 
	  10p (500 MHz) ref. 97 (400 MHz) 
 
	  10p (125 MHz) ref.97 (100 MHz) 
2 4.56 (d, J = 7.5 Hz) 4.56 (d, J = 7.4 Hz) 
 
2 82.9 83.3 
3 3.97 (td, J = 5.5, 8.0 Hz) 3.97 (m) 
 
3 68.7 69,2 
4 2.85 (dd, J = 5.5, 16.0 Hz) 2.84 (dd, J = 5.4, 16.1 Hz) 
 
4 28.6 28.1 
	  2.50 (dd, J = 8.0, 16.0 Hz) 2.50 (dd, J = 8.1, 16.1 Hz) 
 
5 157 157.3 
6 5.85 (d, J = 2.5 Hz) 5.85 (d, J = 1.4 Hz) 
 
6 96.3 96.7 
8 5.92 (d, J = 2.5 Hz) 5.92 (d, J = 1.4 Hz) 
 
7 157.6 158.0 
2' 6.83 (d, J = 2.0 Hz) 6.83 (s) 
 
8 95.5 95.9 
5' 6.71 (dd, J = 2.0, 8.0 Hz) 6.71 (d, J = 8.0 Hz) 
 
9 157.9 158.2 
6' 6.76 (d, J = 8.0 Hz) 6.76 (d, J = 8.0 Hz) 
 
10 100.8 101.2 
    
1' 132.2 132.6 
    
2' 115.3 115.6 
    
3' 146.27, 146.29 146.6 
    
4' 	  	  
    
5' 116.1 116.5 
    
6' 120.1 120.4 
 
 
paeonilactone A (11p): colorless oil, ESI-MS: m/z 221 [M + Na]+, ["]20D = −13.6˚ (c = 0.15, MeOH) 
(Ref. 91: −18.8˚, MeOH), 1H-NMR and 13C-NMR: See Table 11ex. 
 
Table 11ex	 paeonilactone A (11p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  CDCl3 
 
	  CDCl3 
	  11p (500 MHz) ref. 91 (200 MHz) 
 
	  11p (125 MHz) ref. 91 (50 MHz) 
2 2.61 (ddd, J = 1.0, 6.0, 14 Hz) 2.61 (dd, J = 6, 14 Hz)  1 73.6 73.6 1.87 (dd, J = 10.5, 13.5 Hz) 1.89 (dd, J = 11, 14 Hz) 
 
2 42.3 42.4 
3 4.93 (ddd, J = 6.5, 6.5, 11.0 Hz) 4.93 (ddd, J = 6, 6, 11 Hz) 
 
3 73.6 73.6 
4 2.75 (m) 2.77 (br, ddd, J = 6, 8, 12 Hz) 
 
4 37.8 37.9 
5 2.92 (dd, J = 8.0, 16.0 Hz) 2.94 (dd, J = 8, 15 Hz)  5 35.5 35.6 2.64 (dd, J = 2.0, 16.0 Hz) 2.64 (dd, J = 2, 15 Hz) 
 
6 210.7 210.6 
9 2.36 (dq, J = 7.0, 12.0 Hz) 2.38 (dq, J = 7, 12 Hz)  7 44.2 44.2 1.27 (d, J = 7.0 Hz) 1.26 (d, J = 7 Hz) 
 
8 13.2 170.0 
10 1.47 (s) 1.47 (s) 
 
9 177.1 13.3 
OH 3.78 (s) 3.84 (s) 
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5-hydroxy-6-methyl-1H-indole-3-carbaldehyde (12p): white powder, ESI-MS: m/z 198 [M + Na]+,  
 m/z 174 [M & H]−, 1H-NMR and 13C-NMR: See Table 12ex. 
 
Table 12ex	 5-hydroxy-6-methyl-1H-indole-3-carbaldehyde (12p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  DMSO-d6 
 
	  DMSO-d6 
	  12p (500 MHz) ref. 98 (300 MHz) 
 
	  12p (125 MHz) ref. 98 (75 MHz) 
2 8.05 (s) 8.03 (s) 
 
2 137.4 137.5 
4 7.17 (s) 7.17 (s) 
 
3 122.9 123.1 
7 7.5 (s) 7.49 (s) 
 
4 104.6 104.8 
10 9.8 (s) 9.80 (s) 
 
5 151.7 151.9 
CH3 2.21 (s) 2.20 (s) 
 
6 121.7 121.9 
OH 9.08 (s) 9.05 (s) 
 
7 113.1 113.2 
NH 11.79 (s) 11.76 (s) 
 
8 131.0 131.2 
    
9 117.7 117.9 
    
10 184.3 184.4 
    
CH3 16.7 16.9 
 
 
	 PHM-1-5 (75.8 mg) と PHM-1-6 (36.2 mg) を混合したのちに Cosmosil 75C18-OPNカラム (φ 
= 1.3 cm, h = 30 cm) に付し、30% MeOH ! 50% MeOH ! 80% MeOHで順次溶出し、
PHM-1-56-1 (30.4 mg), PHM-1-56-2 (17.6 mg), PHM-1-56-3 (13p, 40.9 mg), PHM-1-56-4 (6.7 mg), 
PHM-1-56-5 (34.2 mg) を得た。 
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benzoylpaeoniflorin (13p): white powder, ESIMS: m/z 607 [M + Na]+, ["]20D  = &11.6˚ (c = 1.0, 
MeOH) (Ref. 99: &9.8˚, MeOH), 1H-NMR and 13C-NMR: See Table 13ex. 
 
Table 13ex	 benzoylpaeoniflorin (13p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  CD3OD 
 
	  CD3OD 





ref. 100  
(50 MHz) 
3 1.84 (d, J = 12.5 Hz) 1.81 (1H, d, J = 12 Hz) 
 
1 89.3 89.2 
	  1.69 (1H, dd, J = 1.5, 12.5 Hz) 1.66 (1H, d, J = 12 Hz) 
 
2 87.1 87.0 
5 2.51 (1H, dd, J =1.5, 7.0 Hz) 2.48 (1H, d, J = 7 Hz) 
 
3 44.4 44.4 
7 2.47 (1H, d, J = 6.5, 11.0 Hz) 2.46 (1H, dd, J = 7, 10.5 Hz) 
 
4 106.2 106.2 
	  1.70 (1H, d, J = 10.5 Hz) 1.67 (1H, d, J = 10.5 Hz) 
 
5 43.8 43.7 
8 4.70 (2H, s) 4.71 (2H, s) 
 
6 23.0 23.0 
9 5.38 (1H, s) 5.39 (1H, s) 
 
7 72.1 72.0 
10 1.24 (3H, s) 1.22 (3H, s) 
 
8 61.6 61.6 
1' 4.57 (1H, d, J = 7.5 Hz) 4.55 (1H, d, J = 8 Hz) 
 
9 102.2 102.2 
2', 3', 4' 3,23-3.40 (3H) 3.26-3.36 (3H) 
 
10 19.6 19.5 
5' 3.59 (1H, m) 3.58 (1H, m) 
 
1' 100 100 
6 4.65 (1H, dd, 2.5, 12.0 Hz) 4.62 (1H, dd, J = 2, 12 Hz) 
 
2' 75.2 75.1 
	  4.49 (1H, dd, J = 6.0, 12.0 Hz) 4.50 (1H, dd, J = 6, 12 Hz) 
 
3' 77.9 77.8 
2'', 6'', 2''', 6''' 8.01-8.05 (4H, m) 8.02 (2H, d, J = 7.3 Hz) 
 
4' 72.0 72.0 
	  	  8.04 (2H, d, J = 7.3 Hz) 
 
5' 75.0 74.9 
3'', 3''', 5'', 5''' 7.48 (4H, t, J = 8.0 Hz) 7.50 (4H, t, J = 7.3 Hz) 
 
6' 65.2 65.1 
4'', 4''' 7.60 (2H, t, J = 7.5 Hz) 7.62 (2H, t, J = 7.3 Hz) 
 
1'' 131.3 131.1 
    
2'', 6'' 130.6 130.5 
   
 
3'', 5'' 129.7 129.6 
   
 
4'' 134.4 134.4 
   
 




2''', 6''' 130.7 130.6 
    
3''', 5''' 129.6 129.6 
    
4''' 134.5 134.4 
    
CO 167.6 167.6 
    




	 PSMの一部 (0.77 g) をシリカゲルカラム (φ = 3.0 cm, h = 15 cm) に付し, AcOEt : MeOH = 
9 : 1 ! 4 : 1 ! MeOHで順次溶出し、PSM-1 (AcOEt : MeOH = 9 : 1, 76.7 mg), PSM-2 (AcOEt : 
MeOH = 4 : 1, 411 mg), PSM-3 (MeOH, 158 mg), PSM-4 (MeOH, 116 mg) の 4つの画分を得た。 
 
	 PSM-1 (73.6 mg) をシリカゲルカラム (φ = 2.5 cm, h = 15 cm) に付し、AcOEt : MeOH = 5 : 1 
! MeOHで順次溶出し、PS-1-1 (49.4 mg), PSM-1-2 (18.9 mg), PSM-1-3 (5.3 mg) を得た。
PSM-1-1をシリカゲルカラム (φ = 2.8 cm, h = 11 cm) に付し、AcOEt : MeOH = 5 : 1 ! MeOH
で順次溶出し、PSM-1-1 (49.4 mg), PSM-1-2 (18.9 mg), PSM-1-3 (5.3 mg) を得た。PSM-1-1 (49.4 
mg) をシリカゲルに付し、hexane : AcOEt = 1 : 1 ! AcOEt ! AcOEt : MeOH = 5 : 1 ! MeOH
で順次溶出し、PSM-1-1-1 (5.3 mg), PSM-1-1-2 (5p, 17.6 mg), PSM-1-1-3 (3.6 mg), PSM-1-1-4 
(14p, 13.2 mg), PSM-1-1-5 (5.5 mg) を得た。 
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 PSM-1-2 (18.9 mg) を Cosmosil 75C18-OPNカラム (φ = 1.5 cm, h = 28 cm) に付し、20% MeOH
で溶出し、PSM-1-2-1 (1.3 mg), PSM-1-2-2 (17.5 mg), PSM-1-2-3 (14p, 4.4 mg) を得た。
PSM-1-2-2をシリカゲルカラム (φ = 1.5 cm, h = 20 cm) に付し、CHCl3 : MeOH = 5 : 1で溶出
し、PSM-1-2-2-1 (15p, 3.7 mg), PSM-1-2-2-2 (1.5 mg), PSM-1-2-2-3 (5.7 mg) を得た。 
 
nicotinamide (14p): white powder, ESIMS: m/z 367 [3M + H]+, 1H-NMR and 13C-NMR: See Table 
14ex. 
 
Table 14ex	 nicotinamide (14p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  DMSO-d6 
 
	  DMSO-d6 
	  14p (500 MHz) ref. 101  (500 MHz)  	  14p (125 MHz) 
ref. 101  
(125 MHz) 
2 9.02 (dd, J = 1.0, 2.5 Hz) 9.05 
 
2 149.1 150.0 
4 8.20 (dt, J = 1.5, 3.5) 8.23 
 
3 130.1 131.0 
5 7.49 (ddd, J = 0.5, 4.5, 7.5 Hz) 7.51 
 
4 135.6 136.5 
6 8.70 (dd, J = 1.5, 5.0 Hz) 8.72 
 
5 123.8 124.8 
NH2 7.58 (s) 7.63 
 
6 152.3 153.3 
	  8.15 (s) 8.19 
 
7 166.9 167.8 
 
uridine (15p): white powder, ESIMS: m/z 243 [M & H]−, ["]20D  = + 3.2˚ (c = 0.1, H2O), 1H-NMR and 
13C-NMR: See Table 15ex. 
 
Table 15ex	 uridine (15p) の NMRデータ 
	  1H-NMR 
 
	  13C-NMR 
	  CD3OD 
 
	  CD3OD 
	  15p (500 MHz) ref. 102 (600 MHz) 
 
	  15p (125 MHz) ref. 102  (150 MHz) 
5 5.69 (d, J = 8.0 Hz) 5.68 (d, J = 8.2 Hz) 
 
2 142.8 142.7 
6 8.00 (d, J = 8.0 Hz) 8.00 (d, J = 8.2 Hz) 
 
3 102.7 102.6 
1' 5.89 (d, J = 4.5 Hz) 5.89 (d, J = 4.6 Hz) 
 
4 166.2 166.2 
2' 4.17 (t, J = 5.5 Hz) 4.17 (t, J = 5.0 Hz) 
 
6 152.5 152.5 
3' 4.14 ( J = 4.5 Hz) 4.13 (t, J = 5.0 Hz) 
 
1' 90.8 90.7 
4' 4.00 (m) 3.99 (dd, J = 3.0, 7.5 Hz) 
 
2' 75.8 75.7 
5' 3.83 (dd, J = 2.5, 12.0 Hz) 3.81 (d, J = 5.0, 11.5 Hz) 
 
3' 71.4 71.3 
	  3.73 (dd, J = 3.0, 12.0 Hz) 3.72 (d, J = 3.0, 11.5 Hz) 
 
4' 86.4 86.4 
    




統計学的な有意差検定を、R statistical softwareを用いて行った。 コントロールに対するサン
プルの多重検定を、Dunnett’s multiple comparison testで行った。サンプル同士の比較、もしく
は混合物の IC50と理論的 IC50との比較を、Student’s t-testで行った。 
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